





Uber die Abtrennung 
des milchsiurebildenden Ferments aus Erythrocyten. 


Von 


0. Meyerhof. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut! fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1932.) 


Mit 16 Abbildungen im Text. 


Ob die Glykolyse der verschiedenen Gewebe in ihrem Mechanismus 
die gleiche ist, kann nur entschieden werden, wenn es gelingt, abnlich 
wie im Muskel eine Abtrennung des glykolytischen Ferments von der 
Zellstruktur und dem praformierten Kohlenhydrat vorzunehmen und 
das Fermentsystem in Lésung in seine Komponenten zu zerlegen. Bei 
dem Muskel hatte sich ergeben!, daB neben einem thermolabilen Enzym 
ein thermostabiles und dialysables Coenzymsystem beteiligt ist, das 
aus Adenylpyrophosphorséure (= Adenosintriphosphorsdure)? und 
Magnesium® besteht, wozu weiter, als fiir den Umsatz unentbehrlich, 
noch anorganisches Phosphat hinzukommt. Wahrend Glykegen und 
Hexosephosphorsduren durch das Zusammenwirken der genannten 
Komponenten gespalten werden, bedarf es fiir die rasche Aufspaltung 
der Glucose und der anderen garfahigen Hexosen noch eines Aktivators, 
den ich als Hexokinase bezeichnet habe, der bei der Herstellung des 
Muskelextrakts sehr leicht zerstért wird, aber in haltbarer Form aus 
autolysierter Hefe gewonnen werden kann. Das Hauptergebnis der 
Studien am Muskelextrakt war aber, daB durch das Zusammenwirken des 
Ferments und des Coenzymsystems das Kohlenhydrat erst nach Ver- 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 395, 1926; 183, 176, 1926. 

20. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, ebendaselbst 237, 437, 
1931. 

3 K. Lohmann, ebendaselbst 237, 445, 1931; 241, 50, 67, 1931. 
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esterung mit Phosphorséure gespalten werden kann, wobei sich «in 
weitgehende Analogie mit der Vergarung des Zuckers durch Zymay 
ergab. 

Ahnliche Versuche mit anderen Geweben fiihrten bisher 1 
zu einem Erfolg. Zwar finden sich Angaben in der Literatur, wonac! 
in hamolysiertem Blut, besonders nach Zugabe von Phosphat 
Bicarbonat ein erheblicher Zuckerschwund nachzuweisen ware, de 
auf Milchséurebildung bezogen wurde!. Abgesehen davon, dak di 
Autoren nicht festgestellt haben, ob der Zuckerschwund wirklich z 
Milchsaurebildung fihrt, sind alle diese Arbeiten mit ,,Vollhimoly 
saten“ durchgefiihrt, d.h. mit der mit 1 bis 2 Volumen destillierte: 
Wassers versetzten Erythrocytenaufschwemmung. Diese enthalt 
nicht nur die Gesamtheit der Stromata, sondern auch einen mehr oc 
weniger groBen Anteil geschwollener, aber nicht véllig hamolysierte: 
Blutkérperchen, die in der hypotonischen Lésung nicht zu erkenne: 
sind, nach Herstellung der Isotonie aber wieder als hamoglobinfiihrenc 
Zellen in Erscheinung treten. Macht man das hamolysierte Blut nach. 
traglich wieder isotonisch und zentrifugiert die Stromata und revertierte: 
Blutzellen vollstandig heraus, so ist das iiberstehende ,,reine Hamolysat' 
wenn es nach der Vorschrift der genannten Autoren hergestellt ist 
auBerstande, aus Glucose Milchséure in einem Umfange, der mit de: 
urspriinglichen Glykolyse zu vergleichen ware, zu bilden, auch nicht 
in Anwesenheit von Bicarbonat und Phosphat. Diese negative Fest- 
stellung ist kiirzlich auch von O. Warburg und Christian? gemacht 
worden. Sie wurde von mir an Kaninchen-, Rinder-, Ganse- und 
Schweineerythrocyten erhoben. 

Die Gewinnung strukturfreier reiner Hamolysate von einer glykoly- 
tischen Wirksamkeit, die diejenige der intakten Zellen nicht nur erreicht 
sondern sogar tbertrifft, gelingt dagegen nach einer ahnlichen Vor 
schrift, wie sie zur Herstellung der entsprechenden Enzymextrakt: 
aus Muskulatur gebraucht wurde. Danach muB die Hamolyse bei 
0 bis — 1° vorgenommen werden und jede Temperaturerhéhung ver- 
mieden werden, bis Kohlenhydrat zugesetzt ist. Ferner mu8 das voll- 
staéndige Coenzymsystem und in manchen, aber nicht in allen Blutarte: 
fiir den Umsatz der Hexosen auch noch aus Hefe gewonnene Hexo 
kinase hinzugefiigt werden. Ebenso wie im Muskel erweist sich da- 
Coenzymsystem gegen Strukturzerst6érung bzw. die hierdurch aus- 
geléste Autolyse empfindlicher als das Enzym selbst. 


1 Rona u. Arnheim, diese Zeitschr. 48, 35, 1913; vgl. auch Bar 
scheen ebendaselbst 281, 144, 1931. Dagegen negative Befunde von Jrviy, 
Biochem J. 20, 613, 1926. 

2 Diese Zeitschr. 242, 207, 1931. 
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Im Prinzip gelang die Gewinnung strukturfreier glykolytisch 
wirksamer Enzymlésungen bei fast allen gepriiften Blutsorten: Mensch, 
Kaninchen, Rind, Pferd, Gans, Ratte. Die Bedingungen, unter denen 
die maximale Milchséurebildung zu erzielen ist, sind aber in den ein- 
zelnen Hamolysaten verschieden und ebenso auch die maximale glyko- 
lvtische Wirksamkeit. Bei der Ausarbeitung beschrankte ich mich auf 
die Hamolysate von Ganse- und Rattenblut. Bei letzterem gelingt es 
wegen der raschen Kristallisation des Hamoglobins, iiber 90°, desselben 
zu entfernen, ohne daB die Glykolysegeschwindigkeit des Zell- 
extraktes sich verringert. Bei noch weitergehender Entfernung des 
Hamoglobins, die nur durch Alkoholzusatz und tiefere Temperaturen 
zu erreichen war, lieB sich das Verhaltnis von glykolytischer Wirksam- 
keit und Hamoglobingehalt nicht weiter steigern. Man kann aus den 
hamoglobinarmen Extrakten durch Acetonfallung einigermaBen halt- 
bare Pulver erzielen, die, bezogen auf den wasserléslichen Anteil, gegen 
80°, der Wirksamkeit der Ausgangsliésung besitzen. Die reinen Hamo- 
lysate sind aut Eis langere Zeit haltbar, nach 24 Stunden ist (beim 
Rattenhamolysat) die Wirksamkeit immer deutlich erhéht, nach 2 bis 
3 Tagen beginnt sie abzusinken. 

Werden die Hamolysate ohne spaltbares Kohlenhydrat auf 38° 
erwarmt, so ist schon in etwa 20 Minuten das glykolytische Vermégen 
zur Hauptsache vernichtet. In Gegenwart des Coenzymsystems unter 
UberschuB von Zucker bleibt dagegen die Glykolysefaihigkeit mehrere 
Stunden bei 38° erhalten. Die Glykolysegeschwindigkeit betragt bei 
optimaler Konzentration von Coenzym und Hexokinase pro 1 ccm 
Erythrocytenvolumen und 1 Stunde bei der Gans 3 bis 5 mg Milchsaure, 
bei der Ratte 1,5 bis 2,0 mg Milchsaure, wihrend die anaerobe Glykolyse- 
geschwindigkeit in 1 ccm intakten Ganseerythrocyten 0,25 bis 0,45 mg 
Milchsaure, bei der Ratte 0,7 bis 1,2 mg Milchsaure betragt. Im letzteren 
Falle ist aber infolge der Auskristallisation des Haimoglobins in dem 
Hamolysat eine 15- bis 20fache Konzentrierung der Wirkung, bezogen 
auf den Blutfarbstoff, eingetreten. Auch bei den anderen Himolysaten 
erhalt man eine Erhéhung der Glykolysegeschwindigkeit der intakten 
Zellen. 

Methoden. 

Die Milchséure wurde teils chemisch, teils manometrisch bestimmt. 
Im letzteren Falle wurde das Verfahren O. Warburgs zur Messung der 
Glykolyse in Zellen' in derselben Weise verwandt wie friiher fiir den Enzym- 
extrakt des Muskels. Bei kleinen Ausschlaigen ist es in Hamolysaten nicht 
genau, weil der Zerfall von Phosphorsaéureverbindungen oder andere Neben- 
reaktionen Saéure bzw. Alkali (Ammoniak) liefern, die manometrisch nicht 
von der Milchséurebildung abgetrennt werden kénnen. Unter optimalen 


' O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin: Julius Springer 1926. 


i<* 
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Umsatzbedingungen betragen die hierauf zu beziehenden Drucke aber 
etwa 5°, der gesamten Druckzunahme und kénnen dann vernachlas 
werden. Auch hemmt offenbar die Milchséurebildung den spontanen Ze! 
dieser Phosphorséureverbindungen, so daB die manometrischen und che 
schen Bestimmungen um so besser tibereinstimmen, je gr6Ber der Ums 
ist. Dies gilt jedoch im allgemeinen nur fiir die Spaltung der Hexos 
Dagegen ist bei der Spaltung der Monophosphorséuren die manometri- 
bestimmte Milchséiurebildung erheblich zu klein. Dies liegt zum Teil 
der gleichzeitigen Bildung von Hexosediphosphorsaure, die, falls sie olin: 
Aufnahme von anorganischem Phosphat aus der Lésung erfolgt, ein 
Alkalisierung zur Folge hat, da der Diester eine schwachere Saure ist «|: 
der Monoester. Diese Reaktion in Verbindung mit weiteren Umesterunge: 
und Nebenreaktionen macht die manometrische Bestimmung des Mon 
esterzerfalls so unzuverlassig, daB hier nur chemische Bestimmungen Ver 
wendung finden konnten. 

Die ersten Versuche wurden unter vélligem AusschluB von Sauerstoft 
durchgefiihrt. In einigen Fallen wurde deshalb, um den Sauerstoff aus den 
Hamoglobin zu entfernen, Kohlenoxyd eingeleitet und die Versuche i) 
CO—CO,-Gemischen durchgefiihrt, oder es wurde in den Einsatz de: 
ManometergefaiBe ein Stiick feuchten Phosphors gestellt und die Gefati 
mit N,—CO,-Gemischen in der iiblichen Weise gefiillt. Der Damp 
druck des Phosphors ergab keine in Betracht kommenden Fehler, wenn di: 
Ablesung '/, Stunde nach Einhangen in den Thermostaten begonnen wurck 
Spater zeigte sich jedoch, daB diese VorsichtsmaBnahmen unnétig ware! 
Wahrend die Glykolyse der intakten Zellen wegen der ,, Pasteurschen 
Reaktion*‘ unter streng anaeroben Bedingungen gemessen werden mui. 
was dann in der angegebenen Weise geschah, ist der Sauerstoff ohne jeden 
Einflu8 auf die Glykolyse der Hamolysate. Auch stért die Anwesenheit 
von an Hamoglobin gebundenem Sauerstoff die manometrische Messung 
nicht. Infolgedessen wurden alle weiteren Versuche in N,— CO, (5°, CO, 
ohne weitere HilfsmaBnahmen vorgenommen. 

Fiir die chemische Bestimmung muBte die EnteiweiBung der Hamo 
lysate mit Sublimat-Salzséure nach Schenk geschehen, da die Fallung mit 
Natriumwolframat nach Folin-Wu Milchsaéure zuriickhielt. Die Phosphor 
siurebestimmungen geschahen in der in diesem Institut iiblichen Weise 
Zur Ermittlung der Natur der gebildeten Ester wurde haufig die Hydro 
lysenkurve nach K. Lohmann! aufgenommen. 

Die Gewinnung strukturfreier Enzymlésungen geschah, nachdem dit 
Methode ausgearbeitet war, stets in der folgenden Weise: Die abzent: 
fugierten und zweimal mit Ringerlésung gewaschenen Erythrocyten wurde! 
auf 1° abgekiihlt und 1'/, Volumen destillierten Wassers von 0° zugesetzt 
Die hamolysierten Gemische wurden 10 bis 15 Minuten unter dauernden 





Riihren unter 1° gehalten, dann wurde Salzlésung entsprechend ' 


des Volumens des verwandten destillierten Wassers zugegeben. Die Salz 


lésung bestand zu ‘/; aus 15fach konzentrierter Ringerlésung oder 13.5 


NaCl und zu ?/; aus 1,5 m Phosphat (px 7,4). Durch Zusatz der Salzlésung 


traten die nicht hamolysierten Zellen und die Stromata wieder in Erscheinuny 


~ 


Dann wurde 25 Minuten auf einer rasch laufenden Zentrifuge (5000 Tourer 


pro Minute) zentrifugiert und die véllig klare iiberstehende Lésung a! 


genommen. Die Wasserhimolyse ist bei 1° vollstandiger als bei héhere: 


1 Diese Zeitschr. 194, 306, 1928; 202, 466, 1928. 
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nperaturen, die Menge nichthaimolysierter Zellen ist verhaltnismaBig 
kicin. Dies wurde kontrolliert durch Bestimmung des Hamoglobinwertes 
h Sahli, der fiir das reine Hamolysat, das nach dem Zentrifugieren ge- 
mnen wurde, verglichen wurde mit dem Vollhamolysat vor dem Zentri 
gieren; wahrend bei der tiblichen Art der Hamolyse im Ganseblut bis zur 
ialfte der Erythrocyten nach Herstellung der Isotonie wieder auftreten, 


eiben nach der obigen Vorschrift nur 10 bis 20°, nicht hamolysiert. 
Im Rattenhaimolysat kristallisiert innerhalb der Abkiihlungszeit von 15 Mi- 
iten 85 bis 90°, des vorhandenen Hamoglobins aus. Nach Entfernung 
ler Stromata und Wiedervermischen des reinen Hamolysats mit dem ge- 
vaschenen Kristallbrei kénnen durch mehrstiindigen Aufenthalt bei 2° 
ch weitere 5°, des anfanglich vorhandenen Hamoglobins ohne wesent- 


lichen Wirksamkeitsverlust entfernt werden. nach Zugabe von 8°,, Alkohol 
ind Haltung bei 5° noch etwas mehr. Indessen traten bei allen Ver- 


suchen, die letzten 5°,, des Hamoglobins durch Auskristallisation noch 
zu entfernen, deutliche Wirksamkeitsverluste der Hamolysate ein. 


A. Versuche mit glykolysierenden Enzymlésungen aus Gdanseblut. 


|. Die optimalen Bedingungen fiir Milchsaéurebildung aus 
Monoestern. 

Ehe das endgiiltige Verfahren ausgearbeitet war, wurde eine Reihe 
orientierender Versuche angestellt, in denen sowohl die Methode der 
Hamolyse wie die Mengenverhaltnisse in den Glykolyseansatzen variiert 
wurden. Diese Versuche beschrankten sich auf chemische Milchsaure- 
bestimmung und den Umsatz der Monoester, denn die reinen Hamolysate 
der Gans sind ohne Hexokinase gegeniiber Traubenzucker unwirksam. 
Es war auf Grund unserer Erfahrungen am Muskelextrakt von vorn- 
herein anzunehmen, daB Zusatz von Adenylséiure oder Adenylpyro- 
phosphorsdure das System stabilisieren wiirde!. Eine ahnliche SchluBb- 
folgerung aus den Versuchen unseres Instituts, namlich daB der Zerfall 
des organischen Pyrophosphats fiir den Glykolyseverlust bei der 
Haimolyse verantwortlich sei, hat auch Barrenscheen® gezogen, ohne 
diese Vorstellung allerdings experimentell zu belegen. Sie scheint 
obendrein in dieser Form nicht zutreffend, da Zugabe von Adenylsaure 
ebenso stabilisierend wirkt wie Adenylpyrophosphorsdéure und ferner 
das praformierte leicht hydrolysierbare Phosphat (Pyrophosphat- 
fraktion) unter den Bedingungen, die die spontane Unwirksamkeit 
der Hamolysate herbeifiihren (zum Beispiel kurzes Erwarmen auf 37° 
ohne Kohlenhydrat) nur zu einem kleinen Teil oder tiberhaupt nicht 
aufgespalten wird, die Spaltung vielmehr erst allmahlich einsetzt 
Von diesem Pyrophesphat sind in Ganseerythrocyten pro Kubikzenti- 
meter etwa 0,2 bis 0,3 mg Pyro-P,O,, in Rattenerythrocyten nur 0,04 mg 


1 Vgl. inshesondere K. Lohmann. diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
2 Barrenscheen u. Filz, ebendaselbst 240, 409, 1931. 
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Pyro-P,O; enthalten?. Wichtiger ist vielleicht die Intaktheit . 
Adenylsaure, die seinerzeit von Hoffman? in den Erythrocyten entdec{t 
wurde, und deren leichte Desaminierung von Parnas* nachgewiesen is 

In einem spateren Stadium der Arbeit zeigte sich, daB Zusatz \ 
Magnesium, vor allem fiir den Umsatz der Hexosen, eine ahnlic}. 
Wirkung hat. Je schonender jedoch die Herstellung der Enzymlésunge 
geschieht, um so wirksamer ist das System auch ohne diese Zusatz 
Wahrend daher in den vorlaufigen Versuchen eine anhaltende Milc} 
sdurebildung aus Monoester nur nach Zugabe von Adenylpyrophospho: 
sdure erzielbar war, rief der Zusatz desselben in der endgiiltigen An- 
ordnung nur noch eine Steigerung des spontanen Umsatzes hervor 
Es wurde daher zunachst in allen zur Ausarbeitung der Methode die- 
nenden Versuchen die Spaltungsgeschwindigkeit von Neubergschem 
Monoester mit und ohne Zusatz von Pyrophosphat gemessen. Um 
Anhaltspunkte fiir die absolute GréBe des Umsatzes zu gewinnen, ist 
dieser bezogen: 


a) auf 1eem reines Haimolysat ohne Zusatz, 


b) auf lecm Blutkérperchenvolumen, wobei die zusammen. 
zentrifugierte Suspension, die einen Hamatokritwert von 90 bis 95 
ergibt, zum Vergleich gewahlt wurde, wahrend der Anteil der hamo- 
lysierten Zellen aus dem Vergleich mit dem Vollhamolysat nach Sahl: 
berechnet wurde. 

Fiir die Beurteilung der UmsatzgréBen ist zu_beriicksichtigen, 
daB nur etwa die Halfte der im Ester enthaltenen Hexose in Milchsaure 
verwandelt werden kann, denn genau wie im Muskelextrakt lagert 
sich wahrend des raschen Umsatzes die andere Halfte oder noch etwas 
mehr in Hexosediphosphorséure um (vgl. die Kurven Abb. 1). Genau 
wie dort nimmt zunachst das anorganische Phosphat in der Lésung 
nicht zu, sondern sogar meist etwas ab und erst im weiteren Verlauf 
wieder zu, indem nachtraglich eine langsame Wiederaufspaltung de- 
Diesters und dazu noch iiberschiissige Phosphatabspaltung aus dem 
Monoester erfolgt. In der Mehrzahl] der Versuche der Tabelle I waren 
die zugesetzten Estermengen zu klein, um wahrend der Versuchszeit 
(2 bis 3!/, Stunden) die maximale Zerfallsgeschwindigkeit zu ergeben, 
da schon innerhalb des Versuchs der gesamte Monoester umgelagert wa 


1 Nach Braunstein, diese Zeitschr. 240, 68, 1931, enthalt Kaninchenblut 
etwa 0,05 mg Pyro-P,O,; pro 1 ccm Erythrocyten, das in Gegenwart vor 
Arseniat vollig aufgespalten wird, wahrend die Glykolyse gleichzeitig 
gesteigert ist. 

2 J. biol. Chem. 68, 675, 1925. 

8 Diese Zeitschr. 206, 36, 1929; Mozolowski, ebendaselbst 206, 15, 
1929; Mroczkiewicz, ebendaselbst 235, 267, 1931. 
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Fir den Versuch wurde zu dem Hamolysat auBer dem betreffenden 
Zucker oder Ester Bicarbonat in einer endgiltigen Konzentration 
2. 10-? n zugegeben, wahrend der Gasraum mit 5°, CQ, in N, 
gesittigt war. Unter Beriicksichtigung des vorhandenen Phosphats 
ind Hamoglobins ist das pq etwa 7,4. 
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Abb. 1 
iydrolysenkurven (nach Lohmann) fiir die Spaltung von Neubergschem Ester im Gansehamolysat. 


Ordinate: mg P.O, pro 1cem reines Hamolysat 
Abszisse : Hydrolysenzeit in Minuten. 


A: Anorganisches Phosphat. V: Veraschungswert 
Kurve N: Hydrolyse des zugesetzten Neubergschen Esters (Gesamtgehalt 0,6 mg P25) 
I = Kurve fiir das Haimolysat + Zusétze (ohne Ester) zu Versuchsbeginn. 


8 1 Stunde nach Esterzusatz bei 37° 
III = ebenso nach 2 Stunden (vgl. Tabelle I, 6e und 6f. N&aheres s. Text) 


In Tabelle I sind verschiedene Modifikationen der Hamolyse 
verzeichnet, wobei die gemessene Milchséurebildung mit Neuberg- 
ester stets mit und ohne Zusatz von Adenylpyrophosphat angegeben ist. 
Das Blut wurde aus den Fliigelvenen der Gans entnommen; zwischen 
andmischem und nicht anémischem Blut ergab sich kein Unterschied. 

Wie man sieh., ist die Hamolyse bei Zimmertemperatur oder 37° 
unginstig (Versuche 1 bis 3). Es wird obendrein nur knapp die Halfte 
der vorhandenen Erythrocyten héimolysiert; ohne Adenylverbindung 
wird der Ester nicht umgesetzt. Wird die Hamolyse bei 0° vorgenommen 
und die Lésung vorgekiihlt, so ist der Umsatz bedeutend vergréBert 
und geht meist auch schon ohne Adenylpyrophosphatzusatz vor sich ; 
bei Zugabe des 11/,fachen Volumens Wasser ist die Haimolyse vie] voll- 
standiger. Ferner ist Ringer-Phosphat giinstiger als reine Phosphat- 
lésung zur Erzielung maximaler Milchsdurebildung. 

Aus Versuch 4 und 5 sieht man, daB nach 2 Stunden die Milch- 
siurebildung fast nicht mehr fortschreitet, daB sie aber andererseits 
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Milchsaéurebildendes Ferment aus Erythrocyten. 257 
h Verdoppelung der Estermenge verdoppelt wird, weil in diesen 
len die Halfte des vorhandenen Ksters schon in Milchséure ver- 
wandelt ist. Etwas Ahnliches zeigt Versuch 6e und 6f. Nach 1 Stunde 
waren aus 1,6 mg Hexose (im Neuberg-Ester) schon 0,63 mg entstanden, 
im ganzen waren nach 2 Stunden 0,82 mg vorhanden, was genau der 


Halfte der zugesetzten Estermenge entspricht. Fiir diese Versuche 
sind auch die Phosphathydrolysenkurven wiedergegeben (vgl. Abb. 1). 


Wenn auch wegen des gleichzeitigen Umsatzes des Pyrophosphats 
lie Deutung nicht genau mdglich ist, so gestatten diese Kurven doch, 
festzustellen, daB nach einer Stunde der Neuberg-Ester schon zum aller- 
groBten Teil verschwunden und an seiner Stelle Harden-Youngsche Hexose- 
liphosphorséure aufgetreten ist, und zwar berechnet sich aus dem 30-Mi- 
yiten-Wert der Hydrolyse unter Abrechnung des zugesetzten Adeny]- 
pyrophosphats ein Gehalt von Hexosediphosphorséure von 0,72 mg P,O,; 
pro 1cem Hamolysat; hiervon stammen 0,2 mg P,O,; aus anorganischem 
Phosphat, der Rest 0,52 mg muB aus dem Neuberg-Ester riihren, der 
m ganzen 0,6 mg P,O; enthalt. Nach 2 Stunden ist ein Teil der Hexose- 
liphosphorséure aufgespalten, entsprechend 0,28 mg Zucker, wahrend 
ler Rest der Hexosediphosphorsaéure zum Teil in schwer hydrolysierbaren 
Ester (Lohmann-Ester) verwandelt scheint (Vergleich vom 30-Minuten- 
ind 180-Minuten-Wert). Die tatséchlich in dieser Zeit gebildeten 0,2 mg 
Milchséure stammen also wohl nahezu ganz aus der Aufspaltung des Di- 


esters. 

Genauer noch geht die Abhangigkeit der Umsatzgré8en von der 
Esterkonzentration aus Tabelle I] hervor, wahrend die Konzentration 
les Adenylpyrophosphats in den angegebenen Grenzen ohne EinfluB ist. 


Tabelle Il. 


Versuch vom 27. Oktober 1931. Pro 1 cem Hamolysat in 2 Stunden (Hamo- 
ysat mit 1,5fach destilliertem Wasser, '/, Zusatz 1.5m Phosphat, Voll- 
hamolysat Sahli 50, reines Hamolysat Sahli 40). 





pro leem H&molysat Milchsture in 1Std 


pro leem Aus- 


Nr. Neuhberag-Ester Adenylpyrophos- Milchsa&ure- gangsvolumen der 
Zusatz in mg phatzusatz in mg bildung Erythrocyten 
Hexose Pyro-P, 0 
mg mg 
la 0.8 _— 0,008 = 
b 0.8 0.1 0,594 0,644 
ro 0.8 0,2 0,432 0.710 
d 1.6 0,1 0,768 1,36 
e 3,2 0,1 1,24 2,04 
f 3,2 0,2 1,26 2,07 
g 3.2 04 1,30 2.14 


Durch weitere Versuche wurde festgestellt, da die Umsatz- 
geschwindigkeit zwischen px 7 und 7,5 gleich ist, dagegen bei px 6,9 
bis 6,6 stark absinkt. Ferner war nach 20 Minuten langem Erwarmen 
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auf 37° in Gegenwart von Adenylpyrophosphat aber ohne Anwesen 
des Esters die Wirksamkeit auf weniger als ein Drittel gesunken 

Ahnlich wie im Muskelextrasxt steigert Arseniat die Milchsaur 
ausbeute. So wurde beispielsweise gefunden pro 1 com Hamolysat in 
2 Stunden, enthaltend Neuwbergschen Ester mit 1,5 mg Hexose: 


onme Zussts. . . . - «+ +s s 0 + © « « © « O68meg Milchséure 
mit 0,2mg Adenylpyro-P,O, ....... . 0,78 ,, 
mit 0,2 mg Adenylpyro-P,O, + 1. 10-3m 

CE eae ee ee ee ee 9 


Wie man sieht, ist hier ohne Arseniat etwa die Halfte der im Este; 
enthaltenen Hexose in Milchsaure gespalten, wie in den vorhergehenden 
Versuchen, mit Arseniat aber betrachtlich mehr, weil hier die Wiede: 
aufspaltung des Diesters beschleunigt ist. 

Der Umsatz aus Embden-Ester war langsamer als der aus Newberg. 
Ester. Es ergaben sich z. B. in den Mengenverhaltnissen von Tabelle II 
und Estermengen mit 1,6 mg Hexose in 2 Stunden: 

Neuberg-Ester ae Oe) 2S Oo aw 6 AOI Milbeetare 

Neuberg-Ester mit 0,07 mg Adenylpyro-P,O, . 0,89 

eee he Sey a Oe es oT 

Embden-Ester mit 0,07 mg Adenylpyro-P,O, . 0,66 


2. Der Umsatz der Glucose durch strukturfreies Hamolysat 
von Ganseblut. 

Um einen Vergleich der UmsatzgréBen zu ermdglichen, seien 
zunachst einige Messungen mit intakten gewaschenen Ganseerythrocyten 
in Zucker-Ringerlésung angefiihrt. Die Versuche fanden unter Zugabe 
von Bicarbonat in N,— CO, statt in Gegenwart von feuchtem Phosphor, 
in einem Falle auch in CO—CO,. Die GréBe der Glykolyse war in beiden 
Fallen genau gleich (s. Tabelle III], Versuch 2). In Gegenwart von 
Zucker stimmen die chemischen und manometrischen Messungen gut 
iiberein?. Dagegen treten in Abwesenheit von Zucker positive Druck: 
auf, die nicht auf Milchséiurebildung beruhen. In der Tabelle II sind 
deshalb nur die chemischen Bestimmungen wiedergegeben. In nicht 
andimischem Blut ist pro 1 cem Blutkérperchenvolumen (Hamatokrit- 
wert 90 bis 95) die anaerobe Glykolyse etwa 0,25 mg Milchsaure pro 
Stunde, in animischem Blut 0,44. Fructose und Hexoseester werden 
dagegen fast gar nicht aufgespalten. 

Wie bereits erwahnt, gelingt der Glucoseumsatz durch reines 
Himolysat aus Ganseblut nur in Gegenwart von Hexokinase. Die 
Herstellung derselben aus Hefe (Hefeaktivator) ist bereits friiher be- 


! Dasselbe fand auch Burger durch Vergleich von manometrischer 
Messung und Zuckerschwund. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 150, 295, 
1930. 
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Tabelle I11. 


Milchséurebildung in intakten Géanseerythrocyten. 





Pro leem Pro Pro 1 Std 
Gesamt- CO, Ieem | und 1 cem = 
Nr Datum bee 3 —* Zeit Zusitze one ~~ _ mer- 
cyten gemisch siure | Milchsiure Kungen 
ecm mg mg 
ja 2. VIL. | 0,38 N, 2430’ 0,2% Glucose 0,342 0,410 
} No 2h 30’ 0,2 % Glucose 0,349 0,420 
+ 10-° n. KCN 
2a 8. VIL. 0.35 Ny 3h 30’ —_ 0,01 Stark 
t No 3b 30’ 0,2 % Glucose 0,514 0.44 ana- 
Ny 3530’ Embden-Ester 0,032 — 
(0.1% Hexose) 
d No 35 30' Hexosediphosphat 0,050 
(0,1°% Hexose) 
e CO 330’ 0.2% Glucose 0,520 0,44 
fa 12. X. 0,36 No 3h 0,2°,., Glucose 0,290 0,270 Nicht 
b No gh Neuberg-Ester 0,015 ana- 
(0,1°% Hexose) een 
da 6. XI. 0,33 Ny 3h 0,020 Nicht 
b N, 3h 0.2% Glucose 0.22 0,220 ans 
N, 3% | 02° Fructose — 0,042 mise! 
d N, 3b Neuberg-Ester 0,026 


(0,1 % Hexose) 


schrieben worden!. Die Umsatzgeschwindigkeit ist stark abhangig 
von der Konzentration der Hexokinase. Wahrend bei kleinen Mengen 
die Milchsdurebildung oft tiberhaupt nicht einsetzt, wird die Wirkung 
schon durch Verdoppelung der maximal wirksamen Konzentration- 
ifters bedeutend abgeschwacht, infolge eines in der Aktivatorlésung 
enthaltenen Hemmungskoérpers. In Géansehimolysat ist die Zugabe 
von Magnesium zur Erzielung maximaler Ausschlage nicht unbedingt 
erforderlich, doch fallen die Versuche regelmaBiger aus und die Emp- 
findlichkeit gegeniiber Variationen der Hexokinasemenge ist geringer, 
wenn MgCl, in Mengen von etwa 0,1 mg Magnesium pro 1] cem Lésung 
hingugesetzt wird. Da in 1 ccm Ganseerythrocyten etwa 0,05 mg Mg 
enthalten sind, wie nach Veraschung mittels der Methode von Bomskow* 
gefunden wurde, so enthalten die Himolysate nach Verdiinnung im 
Versuchsansatz héchstens noch 0,01 mg. Dieser Gehalt ist also offenbar 
nicht mehr ganz zureichend. Andererseits wird durch die zugesetzte 
Menge von 0,1 mg gut die doppelte Konzentration, die urspriinglich 
vorhanden ist, erreicht. Weiter wirkt die Fiillung des Gasraums mit 
Kohlenoxyd statt Stickstoff haufig steigernd auf den Umsatz, be- 
sonders beim Fehlen von zugesetztem Magnesium.* Es handelt sich 


1 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 188, 176, 1927. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 202, 32, 1931. 
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hierbei aber offenbar nur um eine gewisse Stabilisierung des Sys‘ 
denn unter optimalen Bedingungen ist in stark wirksamem Hany 
die Umsatzgeschwindigkeit in N,— CO, und CO— CQ, gleich. 

Diese Versuche lieBen sich auch manometrisch durchfiihren. Ute; 
Beriicksichtigung der Retention fiir Milchsaure, die fiir die benutytey 
GefaBe (Koo, etwa 1,2) etwa 65°, des gemessenen Druckes betruy 
(Retentionsfaktor 1,65) und einer Umrechnung fiir die 30 Minuten 
betragende Vorperiode (da der Zucker vor Einhangen in den Thermo. 
staten zugegeben werden muBte), stimmen, wie das Beispiel der Tabe}|« [\ 
zeigt, manometrische und chemische Messung bei gréBeren Aussch lage: 
gut uberein. 

Tabelle IV. 
Versuch vom 16. November 1931. Vergleich manometrischer und chemischer 
Milchsiuremessung in stromafreiem Géansebluthimolysat. Je = 1,5 cc: 
Hamolysat (Sahli 46°, Vollhaémolysat 50) entsprechend 0,53 cen 
Erythrocyten, mit Zusaitzen auf 2,leem. 4 mg Glucose; 0,1 mg Pyro-P,0 
(als Adenylpyrophosphat) sowie Mg und Hefeaktivator, wie angegeben, in 
jedem Ansatz. Retentionsfaktor 1,64, N, 5% CO, in Nr. 4 und 8 
CO—CO, (5°).  Versuchszeit 2'/, Stunden, davon manometrische Be 
stimmung 2 Stunden. Halbstiindige extrapolierte Anfangszeit = Ausschlag 
der ersten 30 Minuten. 





Un- co Gesamte Milchs&ure in 2!), std 
verdiinnte CO, rm 2 CO, . 1,64 2 rises = Saeed 
Hexo- nad orse (Retentions- mano- 
: in 2 Std. > chem 
kinase halben Std. faktor) metrisch Chemis 
cem | emm emm emm mg 


— 7,3 0 12 0,05 
0,01 64 19 136 0,54 
0,1 - 130 50 295 1,18 
0,1 - 226 74 492 1,97 
0,01 100 17 192 0,77 
0,1 0,: 65 418 1,68 
0,2 8 . 29 184 0,73 
0,2 0,2 5 30 194 0,78 


* CO—CQs,. 


Nur bei den letzten beiden Ansaétzen 7 und 8 der Tabelle IV zeigen 
sich Abweichungen von etwa 20%. Wie der Versuch zeigt, war das 
Maximum des Umsatzes bei einer bestimmten Menge Hexokinase, hic! 
0,1 ecem unverdiinnter Lésung erreicht, wahrend bereits die Verdopplung 
dieser Menge die UmsatzgréBe auf weniger als die Halfte herabsetzt 
Ferner ist der Umsatz in CO-Atmosphare gesteigert. 

Auf Grund chemischer Bestimmungen ist in Tabelle V die Umsatz- 
geschwindigkeit von Glucose, Fructose und Neubergschem Ester in 
verschiedenen Hamolysaten wiedergegeben. Wie die gleichzeitigen 
Phosphatbestimmungen ergaben, wird stets ein Teil des Zuckers, ce! 
aber kleiner ist als der gespaltene, zu Hexosediphosphorsaure ve'- 
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siure chemisch bestimmt. 


Tabelle V. 


rgleich von Hexosen- und Monoesterumsatz in Génsehaimolysat. 
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Milch- 








Ade- Pro leem 
Gas- _ teen 1 
ai Reines Ver- idiom, a ap. } +e a der Ery- 
MI Datum mi — — zusatz Hexose “7 Mg Hexo- ge- ray 
50 0 mg kinase bildet Milch- 
2 Py ro- saure 
eem Std. ng P2O5 mg eem mg mg 
. 181. X.j) Ng | 2,0 2 Neuberg- 3,2 _ 112 0,98 
Ester 
| N, 2 k 32 02 - 175 1,58 
No 2 Glucose 4,0 0,2 ~~ — 0,03 
d N, . 40 02 — O04 047 1.64 
. N, 2 ’ 40 02 04 181 158 
f No 2 Fructose 4,0 0,2 _ 0,00 
g No 2 . 4,0 02 04 0,09 
2a 18. XI. Ng 1,6 | 31/, Neuberg-| 2,4 0,86 
Ester 
b N, s,| , 24 01 02 217 1,12 
¢ CO 3'/, Glucose 4,0 0,1 - 0,1 2,87 1,49 
d Ny 31/y “ 40 | 0,1 0,2; 0,0 | 3,37) 1,75 
e CO 3 "5 o 4,0 0,1 0,2 01 3,11 1,61 
3a 19. XI.' Ng | 1,6 | 2%/, | Glucose | 4,0 | 0,1 (0,2) - 0,22 
b No 21/5 4.0 0,1 (0,2) 0,1 | 2,76) 2,18 
( CO 21), Md 4.0 0,1 |0,2; 0,1 2,94 2.32 


estert. Die Umsatzgeschwindigkeit verkleinert sich infolgedessen auch 
hier, wenn gut die Halfte umgesetzt ist. Infolgedessen wird in langeren 
Zeiten durch Vermehrung des Glucosezusatzes der Umsatz vergrOBert. 


Kine Reihe solcher Versuche ist auf Grund manometrischer Messungen 


in den Abb. 2, 3, 4 und 5 wiedergegeben, bei den letzten unter 
gleichzeitiger Angabe der Phosphatveresterung. Aus Abb. 2 er- 
gibt sich eine starke Abhangigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von 


der Menge Hexokinase, sowie noch deutlicher als aus den Tabellen, 
daB die Umsatzgeschwindigkeit nachlaBt, wenn gut die Halfte der 
Glucose in Milchséure gespalten ist. (Da der Versuch schon !/, Stunde 
vor Beginn der manometrischen Messung einsetzt, ist noch ein ent- 
sprechender Umsatz zu dem angegebenen Verbrauch in der Versuchs- 
zeit hinzu zu addieren.) Infolgedessen bleibt bei der doppelten Glucose- 
konzentration die Geschwindigkeit wahrend 2 Stunden fast konstant. 
Genauer geht dies aus den Kurven Abb. 3, 4 und 5 hervor, wo im gleichen 
MaBstab die Milchséurebildung sowie die Veresterung mit anorganischem 
Phosphat verzeichnet ist, indem der Verbrauch der 1 mg Milchsaure 
iquimolekularen Phosphatmenge nach unten aufgetragen ist. Das 


entspricht den Milligrammen veresterter Hexose unter der Voraus- 
‘ 
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setzung der Bildung von Hexosediphosphorsaure. Solange die \ey. 


esterung zunimmt, ist die Geschwindigkeit der Milchséurebildung , 
wahrend, wenn sie nachlaBt, gleichzeitig die Veresterung zuriickye);t 
d. h. der gebildete Ester wieder aufgespalten wird. Annahernd ergib 
dann auch die Rechnung, daB die zugesetzte Glucosemenge uwnte: 
Beriicksichtigung der Anfangszeit verbraucht ist. Genau kann 


E25-— 
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4%’ 12’ 
Abb. 2. 
Manometrische Messung der Glucosespaltung im Ginsehimolysat mit wechselnden 
Hexokinasemengen. 
(Versuch vom 18. November 1931.) 
Ordinate: cmm Kohlenséure, umgerechnet fiir Retention (250 cmm = 1 mg Milchsiure 
Abszisse: ‘Zeit in Minuten. 
Uberall 2.3cem mit 1,6ecm Haimolysat (Erythrocytenvolumen 0,57 ccm); 4mg Glucose; 0,1 mg 
Adenlpyro-P,0,;; wechselnde Mengen Hexokinase mit und ohne 0,2 mg Mg. 
Mit Magnesium: 
1: ohne Hexokinase. 4: 0,leem Hexokinase. 
2: 0,02cem Hexokinase. &@2.. ° in CO—COQbp. 
$3: 0,0 ,. os 6:@3 . 
Ohne Magnesium : 
7: 0.leem Hexokinase. 8: 0,lcem Hexokinase in CO—C Op». 
Der Abfall der Kurven 4, 5 und 8 entspricht unter Beriicksichtigung der halbstiindigen Vor 
periode und der Veresterung dem Verbrauch der Glucose 


Berechnung allerdings nicht stimmen, da ein Teil der Glucose auch 
zu Monoester wird, der nur halb soviel Phosphat festlegt und anderer- 
seits rascher wieder gespalten werden kann. Die maximale Spaltungs- 
geschwindigkeit ist fiir den konstanten Anfangsteil der Kurve bei 
ZuckeriiberschuB etwa 1,75 mg Milchséure pro ccm Hamolysat 
oder 5,2 mg Milchsiure pro Ilccm Erythrocyten pro Stunde, was 
einer 15fachen Steigerung gegeniiber den intakten Zellen entspriciit 
Arseniat! erhéht die Umsatzgeschwindigkeit in der zweiten Periode 

1 Die Steigerung der Glykolyse der intakten Blutzellen durch Arseniat 


ist schon von Engelhardt und Braunstein, diese Zeitschr. 201, 48, 192s: 
240, 68, 1931, beobachtet. 
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Abb. 3 


Milchséurebildung und Veresterung im Ganse« 
hamolysat 


Nach oben von der Abszissenachse sind die mg 
gebildeter Milchsaiure (250 cmm CO, Img 
Milchsiure), nach unten umgerechnet auf Aqui- 
molekulare Mengen das verschwundene Phos- 
phat angegeben. (1 entspricht 1,11 mg Hy PO, 
1,6 ecm Hamolysat (Erythrocytenvolume: 
0,535 ccm) in 2,3 cem.0,1 mg Adenylpyr: 
P, O5, 0.1 cem Hexokinase, 0,2 mg Magnesiun 




















1:)} Mit 5mg Glucose 
= 2 a We mi in CO—CO 
3 — 2 - + 1.10-3n Arseniat 
4 o MO « ~ 
4 o ,~, ° 1.10-2m Phosphat zu- 
gegeben (praformiert 2,1.10-2m ar 
organisches Phosphat) 
Die Geschwindigkeit von 1, 2 und 4 ist gleich, 
fillt aber bei 1 und 2 ab, wenn unter Beriick 
N sichtigung der Vorperiode etwas iiber 2,5mg 
S Milchsiiure gebildet sind Dagegen fiilt die 
rd anfangs gehemmte Arseniatkurve weniger ab 
gE wegen rascherer Wiederaufspaltung der Hexose- 
S| diphosphorsitiure 
> 4} 
N la: Verlauf der Veresterung entsprechend 
$ Kurve 1. 
8 3a: Veresterungskurve entsprechend Kurve 
“a mit Arseniatzusatz 
' 
| 
ale | 
d 16 ' { 
r 
S Abb. 4 
g . 
S Milchsdurebildung und Veresterung Ahnlich wie 
s Abb. 3 
> 24} 
= 4 Himolysatzusammensetzung ebenso, jedoch 
| 4mg Glucose. Nach etwa 1 Stunde ist unter 
Beriicksichtigung der Vorperiode die zugesetzte 
Glucose verbraucht. Der Wiederanstieg des 
. O + Phosphats entspricht hier ungefihr der Milct 
S siurebildung 
S 
N 
g | 
S48} 
N 
_ 7 7 7 a 
JO 60 W 120 


indem es die Aufspaltungsgeschwindigkeit des Diesters steigert, ganz 
entsprechend wie bei der alkoholischen Garung und bei der Milchsaure- 
bildung im Muskelextrakt. Dabei bleibt schon vorher, wahrend es 
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eher hemmend wirkt, die Veresterung hinter der der Kontrolle zuriic\ 


Kine genaue Aquivalenz von Veresterung und Zuckerspaltung is; 


allerdings in der ersten Periode der Versuche ebensowenig vorhande; 


wie in der zweiten Periode eine Aquivalenz von Milchsaurebildung 


und Phosphatabspaltung. 




















750 -F— 
Abb. 5. 
. Wre Rg Milchsiurebildung und Vereste 
5 & rung in Gitnsehimolysat wir 
s S Abb. 3. 
= 3 Je 0,75 cem Haimolysat (0,27 cem 
0-1 _] Erythrocyten) in 1,25cem Ge 
samtvolumen Mit 5mg Glu- 
cose, 0,07mg Adenylpyro-P, O,, 
0,15 mg Magnesium, 0,04 cem 
Hexokinase. Mit Beriicksichti- 
0 gung der Vorperiode sind in 
t 3 Stunden gut 4 mg Glucose ver- 
= braucht. —» P gibt den pri 
§ g5+- formierten Gehalt an = anor- 
S ganischem Phosphat an 
| RS i a 
P lp 
5 7h g* Fig 


In einem gréBeren Versuchsansatz wurde die Zusammensetzung 
des gebildeten Esters naher untersucht. Der Verlauf von Milchsaure- 
bildung und Veresterung fiir diesen Fall ist in Abb. 5 wiedergegeben 
und in Abb. 6 die Hydrolysekurven dieses Versuchs fiir die Versuchszeiten 
Null sowie 1 Stunde und 2 Stunden 30 Minuten. Die Kurven gelten fii 
0,75 cem Hamolysat, entsprechend 0,27 ccm Erythrocyten. Da hier 
eine gréBere Zuckermenge (5 mg pro Ansatz) verwandt ist, verschwindet 
nahezu das ganze Phosphat (in der Abb. 5 mit ~ P bezeichnet) dureh 
Veresterung, und hierdurch scheint der Esterumsatz zum Stillstand 
zu kommen, ohne daB eine Wiederaufspaltung der Hexosediphosphor- 
sdure wie in den anderen Fallen erfolgt. Dabei sind nach 3!/, Stunden, 
unter Einrechnung der Vorperiode, gut 4 mg Zucker umgesetzt, wahrend 
die Geschwindigkeit in den ersten 2 Stunden 3,5 mg Milchsaure pr 
Stunde fiir 1 cem Erythrocytenvolumen entspricht. 

Die chemische Untersuchung des Esters, die von Dr. Lohmann voi 
genommen wurde, geschah mit der 140fachen Menge des Versuchsansatzes 
von Abb. 5 nach 2"/, Stunden Umsatz, wobei der Ester also der Hydrolysen 
kurve 3 in Abb. 6 entspricht. Erhalten wurden nach Abtrennung der stick 
stoffhaltigen Verbindungen und des anorganischen Phosphats zwei Fra! 
tionen der Bariumsalze der Hexoseester mit verschiedener Léslichkeit 


Pa iad Aenea 


aie 








Verg 


ges] 
aufy 
ver! 
Esti 
auc 
He 
Mor 
Phe 
enti 
kur 
Hy 


was 


sic] 
Blu 
der 








’ ZULPUCK 
bung ist 
rhancde n 
ebildung 


m 


etzung 
saure- 
geben 


zeiten 





en tii 
a hier 
vindet 
durch 
stand 





sphor- 


& 
& 
i 


nden, 
hrend 


7 pre 








265 


Milchsaéurebildendes Ferment aus Erythrocyten. 


Alkohol —Wassergemischen. Der in 5°, Alkohol unlésliche Teil, 442 mg 
exsikkatortrockenes Bariumsalz, enthielt fast ausschlieBlich Harden- 
Youngsche Saéure mit dem Gesamtgehalt von 85 mg P,O,;. Hiervon wurden 
’) bei dreistiindiger Hydrolyse (n HCl, 100°) aufgespalten, was der 
Theorie entspricht. Die lésliche Fraktion bestand aus 138 mg Bariumsalz 
mit 21mg P,O,; und wurde nach dreistiindiger Hydrolyse zu 51°, auf- 


93 




















JV 


at 


7s 
Abb. 6. 
Hydrolysekurven des Versuchs Abb. 5. 
Abszisse: Hydrolysenzeit in Stunden. 
V = Veraschungswert. 


Ordinate: mg P20; pro Versuchsansatz. 
A = Anfangswert. 
1: Versuchsbeginn. 
2: Nach 1stiindigem enzymatischem Umsatz. 
es <« ° ” - 
Vergleich von Kurve 1 und 8 zeigt, daB von 0,83 mg total verestertem P, 0, nur noch 0,12 mg 
nach 3stiindiger Hydrolyse unaufgespalten sind. 


2/o 


gespalten. Da der Robison-Embdensche Ester nach 3 Stunden zu 26°, 
aufgespalten wird, besteht der nichtaufgespaltene Teil (49°, von 21,0 mg), 
vermehrt um '/, desselben, im ganzen also 61°,, aus Robison-Embdenschen 
Ester, der Rest aus leicht hydrolysierbarer Hexosediphosphorsaure (eventuell 
auch etwas Neubergschem Ester). Im ganzen verteilen sich danach die als 
Hexoseester gebundenen 106 mg P,O, zu 13 mg auf Robison-Embdenschen 
Monoester und zu 92 mg auf Hexosediphosphorsaéure. DaB nahezu 90°, des 
Phosphors in Harden-Youngscher Hexosediphosphorsaure gebunden ist, 
entspricht auch der Hydrolysenkurve 3 im Vergleich zur Hydrolysen- 
kurve 1 in Abb. 6, indem die Differenz der beiden Kurven fiir dreistiindige 
Hydrolyse nur knapp 15°, des gesamten veresterten Phosphats ausmacht, 
was mit der obigen Rechnung genau tibereinstimmt. 


B. Milchsdéurebildung im stromafreien Extrakt aus Rattenerythrocyten. 


Die am Hamolysat der Gans gewonnenen Erfahrungen lassen 
sich fir die Herstellung glykolytisch wirksamer Extrakte anderer 
Blutarten anwenden. Das Rattenblut bietet hier vor allen anderen 


den Vorteil, daB sich der iiberwiegende Teil des Hamoglobins ohne 
18 
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Schwierigkeit entfernen laBt. Hamolysiert man nach der beim Gare. 
blut verwandten Vorschrift bei — 1", so kristallisiert in 15 Minuten 
85 bis 90°, des Himoglobins aus. Man erhalt dann nach Zusatz von 
Ringerphosphatlésung und 25 Minuten langem Zentrifugieren ei: 
stromafreien Extrakt, der 10 bis 15°, des Hamoglobins des urspriing 
lichen Vollhamolysats enthalt. Unberiicksichtigt blieb in diesem Fa|\ 
daB vielleicht eine gewisse Zah] von Erythrocyten auch hier nic! 
hamolysiert wurde, die mit dem Kristallbrei entfernt worden sind 
Die Umrechnung auf das urspriingliche Erythrocytenvolumen gescha! 


i 


hier stets so, als ob die Hamolyse vollstandig wire. 

LaBt man den hamolysierten Brei vor Zugabe von NaCl-Phosphat 
mehrere Stunden bei 1° stehen, so wird die glykolytische Wirksamkeit 
stark verringert. Lat man ihn nach Zusatz desselben stehen, bleibt di: 
Wirksamkeit unverandert, doch kristallisiert nur noch wenig mehr Hamo 
globin aus. Wenn man aber nach Zusatz von NaCl-Phosphat die Stromat 
erst abzentrifugiert, weggieBt und den gewaschenen Kristallbrei zu dem 
erst erhaltenen stromafreien Hamolysat hinzufiigt, so kann nach meh 
stiindigem Stehen bei 2° der Hamoglobingehalt nach Sahli bis auf etwa 
3°,, herunter gebracht werden, mit etwa 20 bis 30°, Verlust der Wirksam 
keit ; doch wurde in der Regel das direkt erhaltene reine Hamolysat benutzt 

Die kirzlich von Warburg und Christian! beschriebene Fraktion 
des Rattenblutes, in der das Hexosemonophosphorsaéure oxydierende 
Ferment enthalten ist, und die durch Waschen der Oxyhamoglobin- 
kristalle erhalten wird, ist auf die Glykolyse ohne EinfluB. Das ganze 
glykolytische Ferment befindet sich von vornherein in der tber den 
Kristallen befindlichen Lésung. Elution derselben mit eiskaltem Wasser: 
gibt unwirksame Ausziige. 

Die Rattenhaimolysate unterscheiden sich von denen der Gans 
dadurch, daB auch ohne jeden Zusatz eine gewisse glykolytische Wirk- 
samkeit gegeniiber dem Traubenzucker erhalten geblieben ist, die 
etwa ein Viertel der Glykolyse der intakten Zellen betragt. Schon 
durch alleinigen Zusatz von Magnesium wird dieselbe etwa verdoppelt, 
ebenso durch Zusatz von Adenylpyrophosphat. Die Wirkung beide: 
zusammen ergibt auch ohne Hexosekinase schon in der Regel gut 80°, 
der maximalen Geschwindigkeit. Man sieht daraus, daB der Glucose 
aktivierende Faktor bereits im reinen Hamolysat enthalten ist und 
keineswegs, wie gelegentlich angenommen®”, in tierischen Zellen struktw- 
gebunden ist. 

Das Rattenblut wurde durch Herzpunktion der mit Ather narkoti 
sierten Ratten gewonnen (etwa 10 ccm pro Ratte) und meist in Oxalat 


1 Diese Zeitschr. 238, 132, 1931. 
2 Z. B. Oppenheimer, Fermente, Bd. IT, 8. 1528ff.; Case, Biochem. || 
23, 210, 1929. 
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vifgefangen. Durch Waschen der Erythrocyten mit Ringerlésung 
wird das Oxalat wieder entfernt. Einige spatere Versuche, bei denen 
siatt dessen das Blut defibriniert wurde, ergaben besonders grobe 
Glivkolysewerte (etwa 2mg Milchséiure pro 1 Stunde im Hamolysat, 
entsprechend 1 cem Erythrocytenvolumen), so daB vielleicht das Auf- 
fangen in Oxalat doch eine geringe Schaidigung des glykolytischen 
Systems verursacht. 
Tabelle VI. 


Milchsaéurebildung in intakten Rattenerythrocyten (Mischblut). 





Pro leem Pro 1 ccm — : a 
ea Gesamt- | ‘Erythro 
\ Datum Erythro- Ges- suche- Zusiatze Milchsiure Micheues : 
cyten gemisch zen gebildet ‘ gebildet 
eem mg mg 
>. Xi. 0,33 No 3h 20’ - 0.14 
0,2°,., Glucose 0.78 | 0.70 
2 21. XI. 0,33 CO 2h 20’ - 0.16 
0,2°., Glucose 0.86 1,17 
3 127. XI. 0,33 No 3h 5’ - 0,104 
0,2°% Glucose 1,17 1,15 
0.2% Fructose 0,53 


Die Mehrzahl der Messungen wurde manometrisch ausgefiihrt. 
Der Retentionsfaktor, der jedesmal mit bestimmt wurde, schwankt 
dabei zwischen 1,30 und 1,60. Bei groben Umsatzen ist die Uberein- 
stimmung von chemisch und manometrisch bestimmter Spaltung 
meist gut. Gelegentliche Abweichungen diirften auch hier auf Neben- 
reaktionen, insbesondere Umesterungen beruhen. Wahrend man beim 
Muskelextrakt durch Berechnung einer Veresterungskorrektur fiir die 
durch die Hexosephosphatbildung erfolgende Sauerung eine bessere 
Ubereinstimmung zwischen chemischer und manometrischer Messung 
herbeifihren kann, ist dies im Hamolysat nicht der Fall. Hier spielen 
sich wahrscheinlich sowohl alkali- wie saurebildende Prozesse ab, die 
sich in der Regel etwa die Waage halten, so daB es geraten ist, von 
allen Korrekturen abzusehen und sich mit einer absoluten Genauigkeit 
von etwa 20°, zu begniigen. Der Umsatz der Monoester wurde auch 
hier nur chemisch bestimmt. Zur Orientierung sind auch hier zunachst 
einige Messungen mit intakten Erythrocyten ausgefiihrt, wobei die 
Milchséure chemisch bestimmt wurde (Tabelle VI). Die Milchséure- 
bildung ist, wie man sieht, bier drei- bis viermal so groB wie bei der 
Gans, wohl entsprechend dem gréBeren Gewebsstoffwechsel kleiner 
Saugetiere; ferner betragt der Umsatz der Fructose etwa die Halfte 
von dem der Glucose. Der Vergleich chemischer und manometrischer 
Bestimmunagen im Hamolysat ist in Tabelle VII wiedergegeben. Dabei 


18* 
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Tabelle VII. 


Chemischer und manometrischer Vergleich der Milchséurebildung in stro: 

freiem hamoglobinarmem Blutkérperchenextrakt (Ratte). Je 1,5 cc: 

Haémolysat aus 0,57cem Erythrocyten. Hamoglobin nach Sahli 7, 
in Stickstoff + 5°, COQ. 




































































Zucker- | CO2 CO, Milchsiure 
; zusatz | 9 Unver- in_man. Reten- in Gesamtz: 
Ver- (G Glu- ne 7 diinnte Ver- tion gebildet 
Nr. Datum |/Suchs- cose | Satz i Mg Hexo- Suchs- | (korr. fiir ——— 
zeit F=Fruc-|/2 mg Zusatz kinase Zeit ab- Anfangs- mano- 
tose) 2 a gelesen | zeit) —metrisch “hemise! 
Std. mg —* mg ecm cmm emm mg mg 
la ||13. XI.) 2 0 - — —_— 30 58 0,23 0.05 
b 2 G:4 | - — _ 47 82 0,325 0,23 
c 3 ¥:4 | O1 — 0,05 80,5 133 0,53 0.46 
d 3 G:4 0,1 0,2 —_ 220 353 1,42 1,54 
2a | 27.XI.| 3 G:5 | — — — 98.5 | 150 0,60 0,52 
b 3 G:5 | - 0,3 a= 169 265 1.06 0.89 
¢ 3 G:5 | 02); — - 152 233 0,93 0,89 
d 3 G:5 | 02 0,3 _ 298 492 1,96 2,53 
e 3 G:5 | 02 03 , 0,015 363 605 2,42 2,69 
f 3 F:5 | 02 0,3 — 227 385 1,54 2,02 
g 3 F:5 0,2 ; 0,3 | 0,015 430 730 =| (2,91 2,74 
h 3550’'| F:5 0,2 03 0,015 — — 2.95 
52 Abb. 7. 
- ' Milchs&urebildung und Phosphatveresterung im 
~ Rattenhamolysat. 
Ned . an } Phd Versuch vom 30. November 1931. Endwerte nach 
S$ rm 3stiindigem Umsatz: Nach oben mg Milchs&ure- 
iS 16 a bildung, nach unten aquimolekulare Phosphat- 
‘'s veresterung. 
RS Je 1,5cem Hamolysat, 0,57cmm Erythrocyten 
= Os aed aan in 2,3 cem. 
a: 5mg Glucose. 
a Ss - + 0,3mg Mg. 
0 O} ic} Id} Je eo: 8 . ~ + 0,2, Adenylpyro-P, 0, 
S d: 5, ‘ + 0,3, Mg+0,2mg Adenyl- 
RS pyro-P, Os. 
NS os + _ Pr ‘ ’ 
S e: 5mg Glucose + 0,3 mg Mg + 0,2 mg Adeny!l- 
R a pyro-P, 0, + 0,015cem Hexokinase. 
2 16 a f: 5 mg tines oF +0,3mg Mg + 0,2 mg Adeny!- 
pyro-P, O;. 
§ g: 5 mg Fructose + 0,3mg Mg + 0,2 mg Adeny]- 
& 2 pyro-P,0, + 0,015 cem Hexokinase. 
XS 
= 


sind gleichzeitig die verschiedenen, die UmsatzgréBe beeinflussenden 
Faktoren des Coenzymsystems gepriift. Im Optimum ist die Umsatz- 
geschwindigkeit gut fiinfmal so groB wie allein mit Glucose. Bei kleinem 
Umsatz wird auch hier manometrisch zuviel Saéure gefunden 
Dies entspricht wahrscheinlich dem Umstand, daB gleichzeitig das 
organisch gebundene, saurelésliche Phosphat enzymatisch aufgespalte! 
wird, wahrend es bei anhaltender Milchséurebildung erhalten bleibt 
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ndererseits ist in Abwesenheit von Hexokinase der manometrisch 
bestimmte Umsatz meist zu klein, wahrend in dem vollstandigen System 
lie Ubereinstimmung am besten ist. In dem Versuch der Tabelle VII, 2 
ist gleichzeitig die Phosphatveresterung bestimmt. Das Resultat ist 
in Abb. 7 dargestellt. Milchsdiurebildung und Veresterung gehen im 
yanzen parallel, wobei beim Umsatz der Glucose immer nur etwa die 
Halfte des der Milchséure aquimolekularen Phosphats verestert ist; 
bei Fructose aber ist die Veresterung starker. In allen Fallen entsteht, 
wie die Hydrolysenkurve zeigt, zur Hauptsache Harden-Youngscher 


Mihsaure in mq 











P Veresterung in ma Zucker 
$ 
= | 
g 


al all $0" 120" 150" m0’ —210" 
Abb. 8. 


Milchséurebildung und Phosphatveresterung im Rattenhimolysat. 
Versuch vom 26. November 1931. 





Je 0,75 ecem Hiamolysat (0,28 eem Erythrocyten) auf 1,2 ecm mit 0,14 mg Mg; 0,1 mg Adenylpyro- 


P2 Os. 
1: Ohne Zucker. 4: 2mg Fructose. 
2: 2mg Glucose. 5: 2mg ‘ + 0,01 cem Hexokinase 
3: 2meg a + 0,01 eem Hexokinase. 


5 a: Phosphatveresterung entsprechend Kurve 5. Bis zur ersten Stunde sind Veresterung 
und Milchséurebildung annihernd tquimolekular, dann bleibt die Veresterung zuriick 


Ester. Den genaueren Verlauf der Veresterung ersieht man aus den 
Abb. 8 und 9. Wie Abb. 8 zeigt, wird Fructose ohne Zusatz von Hexo- 
kinase erheblich langsamer gespalten als Glucose; dies entspricht etwa 
dem Verhaltnis bei den intakten Blutkérperchen. In Gegenwart des 
Hefeaktivators verlauft dagegen die Spaltung, besonders am Anfang, 
bedeutend rascher unter gleichzeitiger etwa aquimolekularer Veresterung. 
Dies ist in genauer Ubereinstimmung mit dem Verhalten des aktivierten 
Muskelextrakts, wo die Fructose etwa doppelt so rasch umgesetzt 
wird wie Glucose. 
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Jedoch bleibt bei beiden Zuckern spaterhin die Veresterung stark 
hinter der Milchséurebildung zuriick und kommt schlieBlich nach 
etwa 3 Stunden zum Stillstand. Im gleichen Zeitraum laBt die Milk 
sdurebildungsgeschwindigkeit nach (siehe vor allem Abb. 9). Es kommt 
hier im Gegensatz zum Gansehamolysat nicht zur Wiederaufspaltung 
des angehauften Esters. Dies liegt nicht an einer Schadigung des 
Ferments nach mehrstiindigem Umsatz, sondern auch frisches Ratten- 
hamolysat spaltet Harden-Youngsche Hexosediphosphorsdure nur 
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Abb. 9. 


Versuch wie Abb. 8. 0,75 ccm Haimolysat mit gleichen Zusdétzen, 3 mg Fructose. Die Veresté 
rung kommt nach 3 Stunden zum Stehen, der Gesamtumsatz in 63/, Stunden einschliefi! 
Vorperiode entspricht 2,9 mg Fructose. 


auBerst langsam auf. Die Milchsaéurebildung aus Hexosediphospho: 
siure betrigt héchstens ein Viertel derjenigen von Glucose und wird 
auch durch Zusatz von Arseniat nicht beschleunigt. Ebensowenig 
kommt es zu einer Umlagerung des Harden-Youngschen Esters, vielme): 
wird das Phosphat etwa Aquivalent zu der Milchséurebildung ab 
gespalten. Diese auBerordentlich geringfiigige Aufspaltung der Hexosedi 
phosphorséure im Rattenhamolysat ist ein neuer Beweis dafiir, dali 
sie nicht auf dem Spaltungswege des Traubenzuckers liegt. 

Die weitgehende Ubereinstimmung des glykolytischen Ferments 
des Blutes mit der des Muskels und die leichte Gewinnbarkeit aus 
Rattenblut lieB es erwiinscht erscheinen, die Konzentrationsabhangig 
keit der Glykolyse von den einzelnen Komponenten des Coenzym 
systems ebenso wie dort zu untersuchen. Dies geschah in den folgenden 
Versuchen durch Zusatz der einzelnen Komponenten zu dem direkt 
erhaltenen stromafreien Hamolysat, wobei nur die Konzentration de: 
Bestandteile bis zur optimalen Wirkung variiert wurde. Im folgenden 
sind derartige Versuche in Kurven wiedergegeben. (Dialyseversuch« 
siehe weiter unten, S. 276.) 
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Die Notwendigkeit des anorganischen Phosphats erkennt man, 
wenn man das Hamolysat statt mit NaCl-Phosphat nur mit NaCl 
isotonisch macht. Auch nach Zusatz von Magnesium und Adenylpyro- 
phosphat in optimalen Konzentrationen ist der Umsatz nur etwa 
ein Drittel des normalen, steigt aber bei Zusatz von 1,5. 10~-* mol. 
Phosphat, was der sonst benutzten Menge entspricht, auf den Normal- 
wert an. In einem derartigen Versuch (25. November 1931) war das 
priformierte Phosphat des Hamolysats, umgerechnet auf die gesamte 
benutzte Lésung, 1,5.10-3 mol. und konnte sich im Versuch durch 
Aufspaltung von Adenylpyrophosphat auf 2,5. 10-3 mol. vermehren. 
Gefunden wurden in emm CQ, in 3 Stunden mit 0,75 ccm Hamolysat 
in Gegenwart von Glucose, 0,1 mg Adenylpyro-P,O;, 0,2 mg Mg 
(Gesamtfliissigkeit 1,25 ccm): 


ohne Zusatz . 66,3 emm CO, 


mit 0,1 ccm 0,1 mol. Phosphat. ....... . 218 » Co, 
0,2. ,,. 0,1 mol. - ep Ne ae ee » | CO, 
0,1 ., 0,1 mol. 0,01 cem unver- 


Giimnter Tiewolkkimase ......s.ses 0 « BB » CQ, 





-— 
| aa, } 
- 











| Hexokinase 
j ohne Mg u Apyro © Umsatz ohne Mg und Adenylpyro- 
phosphat. 


a“ 
“ 
7 
ff 
150 7 
| Fs | Abb. 10 
/ a) Spaltungsgeschwindigkeit von Glucoss 
| / a bei wechselndem Zusatz von Mg 
~ {A Ordinate : emm Kohlensaure in 3 Stunden 
| 
E wo, 0,75 cem Rattenhimolysat in 1,15 ecm 
N 100\+4 ] ! 
& 4 | mit Img Glucose, 0,06 mg Adenylpyro- 
LS i} | PY 
Ss P, Os. 
S | - 
| Abszisse: Magnesiumzusatz in mg 
a Ohne Hexokinase 
50} | b Mit 0,005 cem unverdiinnter 


= oe 
0 G05 G7 Ui G2 
Mg in] 


Der EinfluB verschiedener Konzentrationen Magnesium bei kon- 
stanter Adenylpyrophosphatkonzentration ist auf Abb. 10 mit und 
ohne Hexokinase wiedergegeben, die Kurve fiir die Wirkung des Adenyl- 
pyrophosphats bei konstantem Magnesiumgehalt auf Abb. 11. Die 
optimalen Mengen sind in 1,2cem mit 0,75cem Hamolysat (Sahli- 
Wert 6 bis 7), 0,1 bis 0,2 mg Mg + 0,1 mg Pyro-P,O;. Méglicherweise 
besteht auch hier eine Abhangigkeit beider Substanzen derart, dal 
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bei geringem Mg-Gehalt mehr Adenylpyrophosphat zur maxim 
Wirkung erforderlich ist und bei weniger Adenylpyrophosphat meh: 
wie es von Lohmann im Muskelextrakt gefunden ist. 





650. 
*Hex 


100 








CO; in mm3 

a 
a 
| i 





0 G05 g7 
mg Apyro.-h Os 
Abb. 11. 
Spaltungsgesch windigkeit von Glucose bei konstantem Magnesiumgehalt und Zusatz wechselnd 
Mengen Adenylpyrophosphat. 


Ordinate: emm CO, in 2 Stunden mit 0,75 cem Rattenhimolysat in 1,2 cem, unter Zusatz 
von 2mg Glucose; 0,14 mg Mg ohne Hexokinase. 


Abszisse: Zusatz von Adenylpyrophosphat in mg Pyro-P,0,;. X mit 0,01 cem unverdiinnter 
Yip) a 2U5 


Hexokinase. 


Tabelle VIII. 


Vergleich von Adenylséureverbindungen fiir die Milchséurebildung im 


Rattenhimolysat. emm Kohlensaéure in 2 Stunden mit 0,75 cem Hiémolysat 
in 1,25cem Gesamtlésung. 0,2 mg Mg, 5mg Glucose. 





Zusatz CO. ae 
von schwer 2 Steigerung 
Nr. Zusatz hydrolysier- Be de 
barem Py O; Versuch 1 Versuch 2 Kontrolli 
mg emm emm 
1 — — 90 84 a 
2 Adenylpyro ..... 0,02 137 63 
3 - hc Sar 0,05 169 184 110 
4 Adenylsiture .... 0,018 140 66 
5 i 0.035 170 100 
6 és 0,050 164 82 
7 js ates 0,10 181 100 
8 Co-Zymaselésung. . . (0,1 eem) 110 22 
9 . Sy (0,25 eem) 136 5O 


Muskeladenylséure kann aber das Adenylpyrophosphat vollstandig 
ersetzen. Dabei ist, wie Tabelle VIII zeigt, bei gleichem Gehalt an 
schwer hydrolysierbarem Adenylsiurephosphor die Wirkung in beiden 
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Fallen genau gleich. Anders ist es mit der Eulerschen Co-Zymase. 
Eine Loésung derselben, von der 0,lcem in ihrer Wirkung auf die 
Jkoholische Garung etwa 0,4 ccm Hefekochsaft entsprach, war in dieser 
Menge fiir die Glykolyse im Rattenhamolysat kaum wirksam, wahrend 
0.25 cem (entsprechend 1 cem Hefekochsaft) erst halb so stark wirkte 
wie die optimal wirksame Menge Adenylséiure. Jedoch sind Mengen 
von weit unter 0,4cem Hefekochsaft zur Erzielung maximaler Milch- 
siurebildung mehr als ausreichend. Dies zeigt wieder, wie schon die 
Versuche von Lohmann}, daB die KHulersche Co-Zymase nicht das 
eigentliche Co-Ferment der Milchsaurebildung ist. 

Der EinfluB8 wechselnder Hexokinasekonzentrationen ist weniger 
eindeutig festzustellen. Einmal sind die Lésungen selbst nicht beliebig 
haltbar und ihr Trockengehalt nimmt durch’ Ausfallung mit der Zeit 
ab, ferner ist auch die Wirkung der gleichen Hexokinaselésyng auf 
verschiedene Hamolysate wechselnd, indem bei gleicher Konzentration 
die Steigerung zwischen 5 und 50°, betragen kann. Im allgemeinen 
erhielt man die maximale Wirkung mit einer nach Vorschrift her- 


gestellten Hexokinaselésung, bei der 200 cem 5 , Hefe entsprachen 
tellten Hexokinaselésung, bei der 200 00 g¢ Hef tspracl 


und die einen Trockengehalt von 2 bis 3°,, besaB, wenn man eine Ver- 
diinnung von 1: 100 anwandte. Es war dann also eine Aktivatormenge 
von etwa 0,2 mg Trockengehalt in 1 ccm Gesamtfliissigkeit enthalten. 
Bei geringerer Menge war die Wirkung schwacher, eine fiinffach héhere 
Konzentration zeigte 6fters schon eine deutliche Hemmung. 

Ein EinfluB der Glucosekonzentration auf die Umsatzgeschwindig- 
keit ist in Abwesenheit von Hexokinase zwischen 0,01 und 0,6°, nicht 
feststellbar. Wahrscheinlich gilt dies auch noch fiir kleinere Kon- 
zentrationen, denn die Geschwindigkeit des Umsatzes laBt erst nach, 
wenn der Rechnung nach die zugesetzte Menge Zucker teils durch 
Spaltung, teils durch Veresterung aufgebraucht ist. Offenbar tritt 
ein Abfall erst ein, wenn an Stelle des freien Zuckers ein intermediarer 
Ester aufgespalten wird und schlieBlich nur noch Hexcsediphosphor- 
siure brig ist, die so gut wie gar nicht mehr angegriffen wird. 

Jedenfalls sieht man aus den Kurven, Abb. 12, daB aus 0,4 mg 
Zucker, die im ganzen 100cmm CQ, bilden kénnen, unter Beriick- 
sichtigung der Vorperiode etwa 70 cmm mit maximaler Geschwindigkeit 
entstehen (bis 60 Minuten). Erst bei den letzten 30 cmm CO, tritt ein 
Abfall der Geschwindigkeit ein. Die Zuckerkonzentration, die anfangs 
0,032 °, betrug, ist daher im Moment des Abfalls noch héchstens 0,01 °,, 
in Wahrheit aber weniger wegen der stattgehabten Veresterung. Anders 
ist jedoch das Verhalten in Anwesenheit von Hexokinase. Hier wichst 
die Geschwindigkeit deutlich mit zunehmender Zuckerkonzentration 


1 Diese Zeitschr. 241, 67, 1931. 
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und ist sogar mit 0,8°%, Zucker noch gr6éBer als mit 0,3°,: gegenube 
der niedrigsten verwandten Konzentration von 0,03°, kommt es 7 
einer Steigerung von 70%. 
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Abb. 12. 
Spaltung verschiedener Konzentrationen Glucose mit und ohne Hexokinase. 
Versuch vom 8. Dezember 1931. 


Abszisse: Zeit in Minuten. 


Ohne Hexokinase Mit 0,01 cem Hexokinase 





1: Glucosezusatz 0,4 mg (= 0,032 °/5). 4: Glucosezusatz 04mg 

z: . 1 “ 5 6 . «© 

3: - 4 os 6: a 4 rs 
7: 10 


Uberall 20 Minuten Vorperiode zu erginzen 
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Abb. 13. 


Abhingigkeit der Glykolysegeschwindigkeit vom py. 
Ordinate: emm CO, in 3 Stunden, mit 2 mg Glucose, 0,15 mg Mg, 0,1 mg Adenylpyro-I’ 
ohne Hexokinase. 
Hamolysat 0,75 cem 
Abszisse: py, (hergestellt mit verschiedenen C O,-Drucken bei annihernd konstar 
Bicarbonat). 


Die Abhangigkeit der Glykolysegeschwindigkeit vom pq ist in 
Abb. 13 dargestellt. Das flache Maximum zwischen py 7,1 und 76 
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Ordinate: emm CO, in 0,75cem Himolysat auf 1,25cem. 0,2mg Mg, 0,1 mg Adenylpyro-P, 0 
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stimmt mit demjenigen der Milchsdurebildung in der lebenden /¢|) 
iiberein. Die Anderung des pg wurde durch Variation des CQ,- Druckes 
bei konstantem Bicarbonatgehalt durchgefiihrt. DaB der CO,-Diuck 
selbst hierbei keine Rolle spielt, ergibt sich, wenn man gleichzcitig 
Bicarbonat und CO, um den gleichen Betrag erhéht. So ist z. B. 
17°, CO, die Glykolyse wie in 5%, wenn man den Bicarbonatgela}; 
verdreifacht. Der Temperaturkoeffizient pro 10° ergibt sich im Interya] 
von 15 bis 37° zu 2,8. 


Dialyseversuche. Eine fast véllige Entfernung des praformiecrte: 
Coenzymsystems gelingt durch 1- bis 1'/,stiindige Dialyse gegen 0,45 
KCl bei 0° in kleinen Kollodiumhiilsen (Hilseninhalt 5ccm). ki 
Wiederzusatz von Magnesium + Adenylpyrophosphat mit oder olin 
Hexokinase erhalt man die maximale Glykolysegeschwindigkeit de; 
Ausgangslésung, wahrend ohne Coenzymsystem die Glykolyse wenige: 
als 5°%, des Maximalwertes betraigt. Die Wirkung des Adenylpyro- 
phosphats ohne. Magnesium ruft nur eine nicht betrachtliche und dir 
des Magnesiums ohne Adenylpyrophosphat eine wenig starkere Steige- 
rung des Umsatzes hervor, waihrend beide zusammen denselben Umsatz 
ergeben wie bei nicht dialysiertem Hamolysat. In einem der Versuch 
(Tabelle TX, la) war auch das direkte Himolysat ohne weitere Zusiitz 
fast wirkungslos (10°% des Maximums), wahrend in Versuch 2 dir 
UmsatzgréBe ohne weitere Zusatze etwa ein Viertel des Maximal 
umsatzes betrug. Der Hefekochsaft stimmt in seiner Wirkung mit 
der von Magnesium + Adenylpyrophosphat annahernd iiberein. [Hs 
wurde 0,2 ccm Hefekochsaft in 1,2 cem Gesamtlésung gebraucht. 
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Abb. 14. 
Milchséurebildung in 90 Minuten lang dialysiertem Rattenhimolysat, vgl. Versuch 2, 1, m 
Tabelle IX. 


Ordinate: Milchséurebildung in cmm Kohlensiure. 

Abszisse: Zeit in Minuten. 
1: Ohne Coenzym. 3: Mit Mg, Adenylpyrophosphat und Hexok 
2: Mit Mg und Adenylpyrophosphat. 4: Mit Mg und Adenylsiure. 
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Auch hier zeigt sich fir kurze Dialysezeiten (30 und 60 Minuten), 
dab die freie Adenylsaure ebenso wirkt wie als Pyrophosphatverbindung, 
bei 90 Minuten Dialyse aber erhalt man eine deutliche Anlaufszeit der 
Reaktion (vgl. Abb. 14). Wahrend die Geschwindigkeit mit Adenyl- 
pyrophosphat konstant ist, steigt sie mit Adenylsaure innerhalb +/, Stunde 
auf den Maximalwert und ist dann ebenso groB oder etwas gréBer als 
mit Adenylpyrophosphat. Dies ist ein weiteres Argument zugunsten 
der Vorstellung, daB, ebenso wie im Muskelextrakt, die Wirkung der 
Adenylséure keine direkte ist, sondern erst eine Umwandlung erfolgt, 
jedenfalls wie dort eine Synthetisierung zur Pyrophosphatverbindung. 

Zusatze. Fremde Substanzen, die eine spezifische Wirkung auf die 
Glykolyse intakter Zellen ausiiben, haben diese auch gegeniiber dem 
Himolysat. Ausgenommen ist hier nur das Arseniat, das bereits er- 
wihnt wurde. Fluorid hemmt in 5.10-5n Lésung 65%, 2 ./10-4n 
95°. Gleichzeitig ist die Veresterung gehemmt. Dies entspricht dem 
Verhalten gegeniiber der Glucosespaltung im Muskel- und Hefeextrakt. 
NO, das nach O. Warburg die anaerobe Zuckerspaltung der Gewebe 
hemmt?, hemmt in ahnlichem Bereich die Glykolyse des Haimolysats. 
Die Hemmung ist (bei 37°) langsam progressiv und irreversibel, sie 
betrug fiir 1/, Stunden 


Pea ee A 
ee 
ae eee ss ee se 


Die Herstellung der NO—H,—CO,-Gemische von der angegebenen 
Stickoxydkonzentration sowie die Sattigung der Lésungen geschah 
nach den Warburgschen Angaben. Auf der anderen Seite ist die Hem- 
mung durch Blauséure ebenso gering, wie im Muskelextrakt. Erst 
2.10-?n hemmt etwa 50%, die doppelte Konzentration annahernd 
komplett. 

Nach Bruno Mendel wird die Glykolyse der Warmbliiterzellen 
durch brenztraubensaures Natrium (etwa 2 . 10~-%) erheblich gesteigert. 
Kine deutliche, wenn auch geringere Steigerung findet man bei der- 
selben Konzentration in dem Hamolysat. Diese betraigt zunachst 
etwa 30° (mit Hexokinase), klingt aber in 1 bis 2 Stunden ab. Ein 
derartiger Versuch ist in Abb. 15 dargestellt. 

Absolute UmsatzgréBe. Umgerechnet auf lcem Erythrocyten- 
volumen und | Stunde ergibt sich fir optimale Coenzymkonzentrationen 
in Gegenwart von Hexokinase eine Glykolysegeschwindigkeit von 
1,2 bis 2,1 mg Milchséure pro Stunde, also nur etwa ein Drittel soviel 
wie im Gainsehaimolysat. Ohne Hexokinase ist der Wert 10 bis 20°, 
kleiner. Die Steigerung gegeniiber den intakten Zellen ist sogar im 


1 Diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
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Verhaltnis noch kleiner, weil ja die Rattenerythrocyten dreima! s 
rasch glykolysieren wie die Ganseerythrocyten. Andererseits ist diy 
Geschwindigkeit bei ZuckeriiberschuB noch besser konstant als jim 
anderen Falle. Bezieht man die Glykolysegeschwindigkeit auf den 
Hamoglobingehalt, so ist allerdings auch bei der Ratte eine Erhéh ng 
um den 15fachen Betrag gegeniiber den intakten Zellen eingetreten 
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Abb. 15. 
Milchséurebildung im Haimolysat mit Zusatz von brenztraubensaurem Natrium. 
Ordinate: emm Kohlenséure. 
Abszisse: Zeit in Minuten. 
Je 0,75 cem Himolysat auf 1,25 ccm, mit 0.2 mg Mg, 0,1 mg Adenylpyro-P2,0;5, 5 mg Glu 


1: Ohne Hexokinase. 
1,7. 10-3 mol. Brenztraubensdure. 


2 4 
3: + 0,01 ecm ‘Hexokinase. 
4: Mit Hexokinase + 1,7. 10-3 mol. Brenztraubens&ure 
Die Haltbarkeit der reinen Himolysate auf Eis ist verhaltnismabig 
gut. Nach 12- bis 30stiindigem Stehen ist die Wirkungsstarke deutlic! 
erhéht. Beispielsweise ergibt sich (Versuch 26. November) in 0,75 ccm 
Hamolysat (entsprechend 0,28ccm Erythrocyten) in 2 Stunden aus 
Glucose 123cmm CQ,, mit Hexokinase 15lcemm CQ,, das gleiche 
Hamolysat 28 Stunden spater 134 cmm CQ,, mit Hexokinase 193 cmm 
CO,. Nach 2 weiteren Tagen betrug dagegen die Umsatzgeschwindig- 
keit nur noch die Halfte der AusgangsgréBe. Man kann das reine Hamo- 
lysat mit Aceton fallen und das erhaltene Pulver mit Ather trocknen 
Bei Verreibung mit Wasser geht ein Teil in Lésung, ein derartige: 


Versuch ergibt z. B. 0,75cem reines Himolysat (Sahli-Wert 7,5) in 


2 Stunden 153cmm CO,, davon Acetonfallung, das gleiche Volumen 


aufgeschwemmt in 0,75 cem (Sahli-Wert 3,6) in 2 Stunden 58 emm C0, 
Die Konzentration, bezogen auf den Hamoglobingehalt, ist also 50) 
des Ausgangsextraktes, die Umsatzgeschwindigkeit 40°. 
Der Umsatz der Monoester. 
Auch im Rattenhaémolysat wandelt sich beim Umsatz der Mono 


ester etwa die Halfte in Hexosediphosphorséure um, wahrend (i 
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ima! s uniere Halfte in Milchséure gespalten wird. Zwei derartige Versuche 
ist ci sind in Tabelle X wiedergegeben, waihrend die Hydrolysenkurven von 
als im lem Versuch 2a und 2b auf Abb. 16 dargestellt sind. Infolge unbe- 
uf der kannter Nebenreaktionen ist eine genaue quantitative Analyse der 
h6hung Kurven allerdings auch hier nicht méglich. 

‘tre el 
Tabelle X. 
satz der Monoester im Rattenhamolysat (1,5 cem Hamolysat 0.56 cem 
Erythrocyten). 
Milchsi , 
Zusatz Milchsaure ne " ae 
Versuchs- Darin Adenyl- gebildet Erythrocyten- 
Nr. Datum zeit Esterart Hexose pyro- (chemisch volumen 
P2 05 bestimmt) und 1 Std. 
Std. mg mg mg mg 
la 2. XII. 3 — 0,2 0,17 
b 3 Embden 3,0 0 1,03 
e 23/4 . 3,0 0,2 1,42 0,91 
d 31/5 . 3,0 (),2 1,48 
e 3 Neuberg 2.8 0,2 1,49 
2a 8. XII. 1 Embden 3,0 0,2 0,637 1,13 
b 3 . 3,0 0,2 0.93 
¢ 3 Neuberg 2,8 0,2 1,66 0,97 
ilu 
na big 
ut li } 
D> com 
1 aus 
lei he 
cmm A et ESR SR OY ee AS FE 
“= rae 30’ 60" 90’ 20" 150’ w0'V 
dalg- 
Ps Abb. 16. 
anedl Hydrolysenkurven fiir die Spaltung von Embden-Ester im Himolysat. 
cnen Versuch vom 8. Dezember 1931 
tive Ordinate: mg P20; pro 1,5 eem Himolysat. 
5 Abszisse: Hydrolysenzeit in Minuten. 
>) in \; Anfangswert des anorganischen Phosphats. V: Veraschungswert. E: Hydrolysenkurve 
: des zugesetzten Embden-Esters, 1,15 mg P20, enthaltend. 
men I. Kurve zu Versuchsbeginn fiir Himolysat + Ester und Adenylpyrophosphat (0,2 mg Pyro- 
£ I I . 
CO, P2 Os). 
——.- Il. 20 Minuten spiter nach Erwirmung auf 37°, vor Beginn der manometrischen Ablesung 
DU) (die Umlagerung hat schon begonnen, obgleich noch keine Milchséure entstanden ist). 
£ 


Ill. 1 Stunde bei 37°. 
IV. 3 Stunden bei 379. N&heres siehe Text. 


Man kann ungefahr abschaétzen, daB nach | Stunde 0,8 mg P,O,; als 
ONO Hexosediphosphorséure vorhanden sind, wovon 0,1 mg P,0,; aus an- 
lie organischem Phosphat und 0,35 mg aus Aufspaltung von Embden-Ester 
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stammen; hierbei lagert sich dieses fretwerdende Phosphat an weiteren Moo 
ester an, so daB im ganzen eine Monoestermenge entsprechend 0,7 mg }’,( 
aufgebraucht ist. Bei dem Zerfall von Monoester entsprechend 0,3! 
P,O,; sollten 0,88 mg Milchséure entstehen; gefunden sind 0,64 mg Milch 
siure. Noch unsicherer ist die Berechnung fiir 3 Stunden. Es sind hier \ 
gefahr 1,0 mg P,O; als Hexosediphosphorséiure vorhanden (einschliefs|icl, 
schwer hydrolysierbaren Esters); auBerdem sind 0,22 mg P,O; zu an 
organischem Phosphat geworden. Es sollte danach 0,7 mg P,O; aus Mon 
esterzerfall herriihren. Dies wiirde bei adiquater Milchsaurebildung 1,s 
entsprechen, wahrend nur 0,93 mg Milchséure entstanden sind. Obendrei 
kénnte, wenn wirklich | mg P,O,; als Hexosediphosphorséure festgeleyt 
ist, nur 1,7 mg Milchséure entstehen, da dann die ganze Estermenge ver- 
braucht ware. Wahrscheinlich riihrt ein Teil des Phosphats hier aus anderen 
Verbindungen her, da ja auch ein spontaner Zerfall von Phosphorsiure 
verbindungen ohne Esterzusatz stattfindet und auf der anderen Seite wird 
auch Ester ohne Milchsaéurebildung gespalten. Infolgedessen ist eine genaiy 
Bilanz nicht aufzustellen. 


C. Die Milchsdurebildung in anderen Hdmolysaten. 
Weniger vollsténdig wurde noch die Milchsaurebildung in reinen 
Hamolysaten von Pferd, Kaninchen und Mensch gepriift. 


1. Pferdehimolysat. 

Die Herstellung glykolytisch wirksamer Erythrocytenextrakte mit 
niederem Hamoglobingehalt gelingt mit Pferdeblut schlechter als mit 
Rattenblut. Erstens betrigt hier die Glykolyse der intakten Erythro- 
cyten nur knapp ein Zehntel von derjenigen der Ratte und geht in den 
ersten Stunden auf Grund von Reservezucker ebenso rasch vor sich wie 
mit Zusatz von Glucose (beim Blut junger und anamischer Tiere wire 
dies vermutlich anders als bei dem vom Pferdeschlaichter bezogenen 
Blut). Zweitens kristallisiert das Hamoglobin erst mit Zusatz von 
Alkohol aus, und dieser ist nachher aus der wasserigen Lésung nicht 
mehr zu entfernen. Die Glykolyse wird aber durch 10- bis 20°, igen 
Alkohol progressiv gehemmt. Auch lassen sich die Stromata durch 
Zentrifugieren schlecht abtrennen, sie miissen mit Ather ausgeschiittelt 
werden. Abgesehen von einem derartigen Versuch mit Auskristallisation 
des Hamoglobins wurden einige andere mit Hamolysaten gemacht, dic 
das gesamte Hamoglobin enthielten, und bei denen der gréBere Teil 
der Stromata nach Ringer-Phosphatzusatz durch halbstiindiges Zentri- 
fugieren mit 5000 Touren entfernt war. Der Umsatz der Hexosen 
vollzog sich ahnlich wie in den anderen Hamolysaten. Hexokinase ist 
nicht unbedingt erforderlich, ruft aber eine bedeutende Steigerung 
hervor. Gegeniiber den intakten Zellen war auch hier der Zucker- 
umsatz bei Erginzung des Coenzymsystems ums Achtfache gesteiger' 
und stieg im Laufe der ersten 2 bis 3 Stunden bei 37° noch langsam 
starker an. Eine Ubersicht gibt die Tabelle XT. 








Xl 


Tabelle 


ane Pfardahliut. 


Llamoalwenat 


Llawnean im 


Bssilahokearnalhwlawama alse 


Bi 








Sl 














we L&ZY 100 20 0 2: g CL‘0 }qOBVN Jeqn 9 
8 02 60 LO 6D € ¢l0 ol ‘POqOHTVY */o- OA OZ ‘“asepue q 
69 ~_ Gf § CLO | JOQLY PW BIBULOIZS ‘dessu A, YORJ-*/,] ‘ILX ‘OT B¢ 
6LI 100 ZO V0 6: al P cLO J a 
¢ 09°0 L61 £00 §=60 ro 63a t G20 ° 
= 8cT 100 20 V0 o:*) 4 cL’0 WOBnjiuyuezqe ByBUIOIYg P 
3 ORT gu'0 Z0 10 a: t CLO |{ seydsoyg-aeBury F/, ‘aesse ay X [JUN ad 
~ 9¢°0 €8T 100 rat) TO ae P GLO q 
£ OL - | 80 | 10 | 8' f ce eL'0 TIX Zl) BF 
a sc! ‘$0 ‘ a ‘ oss a cy A) 
x} 6¢°0 Lv 100 60 10 i ° G OF — | JIISNJLAjUeZzZqe | q 
s 761 60 ro o°0 © OF 420 BIBULOIJE Jaqe ‘yesX{jourepy sayoteysy | pee. ; 
x g ~ o°f) G OF GLO > ILX 6 v¢ 
5 oF U TOO Z0 V0 Gf G OF CLO | BIRUIOIIG YW { ° 
~ ly ‘a ‘ “re — ' ; 
= oU 10 Gc" J é OF gL “eydsoy q-sosary F/, ‘aassway & 7 4 | ea 4 
© “ wane = 6° G OF G20 IX “6 8s 
re ih | ar’) 
0 . . rn 
¥ : . . 
= 900 130 =e 5 | a | ¥ c9'0 | 709 — O09 UU UaAdouq AI 94 4ByO] ‘ILX 6 cs 
B loro, — ~ t ago | 3 
7 dur sul itty) au au su PIS ul00 = 
4 Ps tn z0 qosu (9sOjponIg ~ 
L, é ) ‘ : ase " ya, = 
Z aa ‘| muro ut} -oyo || CUM . A 1) 4 Sunijos10H Jop WV 5 
> 1o}40 -Oxoy] " fH%q yvs wneud “IN = 
con OLAIY =A ES 7K .,., | a800n[H -Stons . © 
Ss woo | oad ‘ ayuunp -o1hdy aap fe t 
” aanRs “HON -19AU)) = £)) ed © 
“YIN aSOXOH - - F 
; yesA[OWRH = 
Fa 
“yni/qGepsieyq{ sne yes <jouey ull UssSOXOH, sne SuNpy]iqoimesy ofl s 


TIN 912P°QO).L. 






: s82522 553 > mmeoR BREESE RES H SE GAA Ee wey se 
F > ¢ &S S-s 5 > a ce = © He Sma oma eke aee £ EG 
~— Ss t& & =m SE:B Ss Ss ~~ ~ © S&S ws © mw ©, a * — = 

5 on > > 2 — = ae a OS > & & & Of = ‘™ we os wm ~ x 

- S oo = ss an" ay = © Som SS SS we " ~ = = - 
= Se bot 5 , aa5 > : 7 a4 & & 
=~ eMim &£€ DOS Bw @ ~ Gora =—&s a an ~ i. ae, - a ee wm O @® = S&S 2 














282 O. Meyerhot : 


2. Hamolysat aus Kaninchenblut. 


VerhaltnismaBig gering war die Glykolyse in stromafreiem Hao. 
lysat von Kaninchen. In intakten Erythrocyten ergab sich chemise) 
eine Bildung von 0,53 mg Milchséiure pro ccm Erythrocytenvolumen 
und 1 Stunde. Im Hamolysat betrug, umgerechnet auf lcecm Erythiro. 
cyten und 1 Stunde, die Glykolyse bei alleinigem Zusatz von Glucos: 
0,26 mg, nach Zugabe von Magnesium und Adenylpyrophosphat 
0,37 mg und weiterem Zusatz von Hexokinase (pro ccm Lésung 
0,0l ccm) 0,43 mg. Vermutlich sind aber die optimalen Konzen- 
trationen in diesen Versuchen noch nicht erreicht worden. 


3. Hamolysat aus Menschenblut. 


Wahrend die anaerobe Glykolyse intakter Menschenblutk6érperchen 
etwa 0,3 bis 0,4 mg Milchséure pro 1 ccm Erythrocytenvolumen und 
\ Stunde betragt?, ist sie in reinem stromafreiem Hamolysat unter 
Erganzung des Coenzymsystems und Hexokinase etwa das 11/,fache 
hiervon. Ohne Hexokinase ist der Umsatz knapp so groB wie in den 
intakten Erythrocyten. Nach 2 Stunden fallt die Glykolyse stark ab. 
Auch hier stimmen chemische und manometrische Messung gut tiberein, 
so daB die Versuche manometrisch ausgefihrt werden konnten. Dies 


geht aus der Tabelle XII hervor. 


Tabelle X11. 


Chemische und manometrische Bestimmung der Glykolyse in hamolysierten 

Menschenblutkérperchen. Je 1,5cem Hamolysat, entsprechend 0,48 cc: 

Erythrocytenvolumen, mit Zusaétzen auf 2,3cem gebracht. Vorperiod 
20 Minuten. 





a emmCO, mg Milchséure Bl 
—- — co < Reten- in 3 Std. 20 Min. | pi) 
_ G Glucose, Mg- Apyro-| diinnte | in3 Sid oes aaa: a, aac cyter 
Nr. F=Fructose,| Zusatz P.O; Hexo- ge- 1.82 + volume 
ot) ~~ kinase messen 9 Min. mano- che- — 
Ester) Vor-  metrisch misch M 1 
periode 7 
mg mg mg cem emm siurt 
a G:10 -- — — 15,2 31,3 0,125 0,075 
b  G:10 0,45 0,2 -— 49 98 0,39 0,383 0,24 
¢ G:10 0,45 0,2 0,035 68 140 0.56 0,635 0,40 
d G:10 0,45 0,2 0,0385* 78 178 0,71 0,685 0,43 
e F :10 0,45 0,2 0,035 82.5 175 0,70 0.70 0.45 
f E :3,2 0.45 0,2 - 40.2 95 0.38 0.44 
g _- 0,65 0,2 — 3 6 0,02 0 


* Zusatz 8.10-4 n brenztraubensaures Na. 


1 Siehe auch W. Burger, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 150, 2s, 
1930. 
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Tabelle X111. 


Je 0,75cem Menschenhémolysat in 1,2 ccm Gesamtlésung, entsprechend 
0,24 ccm Erythrocytenvolumen. 





Zucker- Un- CO, tee 
zusatz Mg- Apyro-, verdiinnte Ver- (xX Reten- volumen 
Nr Datum (G=Glucose Zusatz P.O; Hexo- suchs- tions- und 1 Std 
F = Fructose) kinase zeit faktor) mg 
Milchs&ure 
mg mg mg ecm cmm 
15. XII. G:5 : — - 3h 30’ 27,3 
G:5 0,2 0.1 - 3 30 645 0,30 
G:5 0.2 0.1 0,01 3 30 106.0 0,50 
1 G:5 0,2 0.1 0,03 3 30 54.5 
F:5 0,2 01 0,03 89 
2a 16. XII. G:5 0,2 0,1 _ 2 39,1 0,33 
G:5 0,2 0,1 0,005 2 54.5 
G:5 0,2 0,1 0,01 2 58,5 0,49 
d G:5 0,2 0,1 0,03 2 58.5 
G:5 0,2 0.1 0,03* 2 70.5 0.59 


* Zusatz 8.10-4 n/brenztraubensaures Na. 


In dem gleichen Blute der Tabelle XII ergab sich in CO—CO,- 
Atmosphare pro 1 ccm intakter Erythrocyten in 1 Stunde ohne Zusatz 
),04 mg Milchséure, mit Glucose 0,35 mg Milchséure, mit Fructose 
0,325 mg Milchséure. Die Veresterung in den Versuchen der Tabelle XII 
betrug in d und e ungefahr 0,30 mg H,PO,. Auch hier ist das molare 
Verhaltnis des veresterten Phosphats zur gebildeten Milchsaure etwa 1 : 2. 
Weitere Variationen der Hexokinasemenge sind in Tabelle XIII ver- 
einigt. 

SchluBfolgerung und Zusammenfassung. 

Als Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist hervorzuheben, 
daB in Anwesenheit desselben Coenzymsystems wie im Muskel ein 
Zuckerumsatz in strukturfreiem Erythrocytenextrakt erfolgt, der in 
seiner GréBe die Glykolyse der Blutkérperchen ums Mehrfache uber- 
treffen kann und auch hier unter gleichzeitiger Bildung von Hexose- 
phosphorsaéureestern zustande kommt. Es folgt daraus natirlich nicht 
sicher, daB das praéformierte Coenzym der Blutzellen genau dasselbe 
ist wie im Muskel, da ja schon die Arbeiten K. Lohmanns gezeigt haben, 
daB Unterschiede auch zwischen dem Coenzym der alkoholischen 
Gérung und der Milchséurebildung bestehen, trotzdem sich diese 
Systeme zu einem gewissen Grade esretzen kénnen. Gemeinsam ist 
jedenfalls allen die Beteiligung des Magnesiums und einer Adenylsaure- 
verbindung. 

Wahrend die Spaltung der Monoester im Hamolysat entweder 
schon direkt erfolgen kann oder héchstens die Erginzung durch Adeny]- 


19* 
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pyrophosphat erfordert und dadurch auf die maximale Umsaty. 
geschwindigkeit gebracht wird, ist fiir den Zuckerumsatz auBer (ce; 
Anwesenheit der Adenylséureverbindung und des Magnesiums jy 
ahnlichen Konzentrationen, wie sie im Muskel vorhanden sind, wind 
wie sie der GréBenordnung nach in den Erythrocyten selbst vorkommen, 
die Anwesenheit von Hexokinase erforderlich. Diese ist in den ver. 
schiedenen Hamolysaten in sehr wechselnder Menge praformiert. [m 
Gansehaémolysat gelingt die Zuckerspaltung nur bei Zusatz der aus de: 
Hefe isolierten Hexokinase, im Rattenhaémolysat bewirkt diese ny 
eine mehr oder minder groBe Steigerung des spontanen Umsatzes 
Ahnliche Differenzen ergaben sich auch friher im strukturlosen Muskel. 
extrakt. So bedurfte der Extrakt aus Froschmuskeln des Zusatzes des 
aus Hefe gewonnenen Aktivators, wahrend im frischen Kaninchen. 
muskelextrakt haufig die Glucose auch ohne diesen gespalten werde: 
konnte. 

Die seit Jahren umstrittene Frage, ob der Zuckerumsatz i 
glykolysierenden Erythrocyten unter Bildung labiler Phosphorsiure- 
ester vor sich geht, wie im Muskel, ist danach positiv zu beantworten 
Auch im einzelnen stimmen beide Systeme tiberein. Nur Glykogen ist 
im Hamolysat nicht in ahnlicher Weise spaltbar wie in der Muskulatu 
Im iibrigen bestehen noch verschiedene kleinere Unterschiede. So 
wird die angereicherte Hexosediphosphorséiure im allgemeinen im 
reinen Hamolysat schlechter aufgespalten. Ferner bleibt die Ver. 
esterung meist hinter der Milchséurebildung zuriick und kommt schon 
zum Stehen, wenn die Milchséurebildung weiter fortschreitet. Es ist 
indes sichergestellt, daB auch hier zur Hauptsache Hexosediphosphor- 
siure gebildet wird und daB im weiteren Verlauf Umesterungen er- 
folgen, die ohne Verbrauch von anorganischem Phosphat vor sich gehen 

Das leicht kristallisierende Rattenhamoglobin l4Bt sich aus dem 
glykolysierenden Extrakt ohne Verlust der Wirksamkeit zur Haupt- 
sache entfernen; doch ist eine vdéllige Befreiung der Extrakte von 
Hamoglobin bisher nicht gelungen. Im Extrakt aus Rattenerythro- 
cyten kann man auch leicht durch Dialyse das Coenzymsystem ab- 
trennen, so daB die restierende Glykolysegeschwindigkeit unter 4°, 
der maximalen betragt und durch Zugabe von Magnesium und Adeny!- 
saure oder Adenylpyrophosphorséure wieder auf den Maximalwert 
gebracht wird. In allen diesen Punkten besteht eine Ubereinstimmung 
mit der Milchséurebildung im Muskelextrakt. 


Ich danke Herrn Walter Schulz fiir seine Mitwirkung bei den Ver- 
suchen. 
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(ber die Reaktionsinderung des Muskels im Zusammenhang 
mit Spannungsentwicklung und chemischem Umsatz. 


Von 


0. Meyerhof, W. Méhle und W. Sehulz. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1932.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Bei der anaeroben Tatigkeit des Muskels andert sich die Reaktion 
in der Richtung, wie es auf Grund der beiden bisher bekannten umfang- 
reichsten Spaltungsvorgange zu erwarten ist!. Durch die Milchsaure- 
bildung entstehen Saurevalenzen, durch die Spaltung der Kreatin- 
phosphorséure Basenvalenzen. Der Aquivalenzfaktor der Kreatin- 
phosphorséurespaltung, d.h. das Verhaltnis von Basendquivalenten zu 
molarem Umsatz ist von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig. 
Von pu8 bis pu 6,2, dem gréBten fiir die Kontraktionsfahigkeit des 
Muskels zulassigen Intervall, steigt der Aquivalenzfaktor von 0,1 bis 
0,8, nimmt also mit wachsender Aziditaét stark zu*; andererseits sinkt 

a al ol r Mol Kreatinphosphorsaiure gespalten 
scenes Le Mol Milchséure gebildet 
schritt der Ermiidung von etwa 3 auf nahezu 0. Infolgedessen ist zu 
erwarten, erstens, daB die Alkalisierung des Muskels bei Beginn der 
Ermiidung um so ausgesprochener ist, je saurer die Reaktion von vorn- 


herein ist und in der Nahe von py 8 tiberhaupt nicht mehr auftritt, 
) 


im Fort- 


und zweitens, daB die Alkalisierung mit Anderung des Q L bereits 


im Verlauf der Ermiidung verschwinden muB, so daB schlieBlich eine 
Siuerung eintritt, die weiterhin der gebildeten Milchsaure aquivalent 
wird. Diese Folgerungen lieBen sich durch Reizung des Muskels unter 
verschiedenen CQO,-Diucken im Gasraum oder in bicarbonathaltiger 
tingerlésung priifen, wobei Aufnahme und Abgabe von CO, mano- 
metrisch gemessen wurde, und erwiesen sich als erfillt. Der Alkali- 
sierungseffekt (CO,-Aufnahme) wird dadurch verstarkt, daB der Zer- 
fall der Kreatinphosphorsaure in Ruhe und Tatigkeit mit wachsendem 


1 F. Lipmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 227, 84, 1930. 
2 O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebendaselbst 196, 49, 1928. 














286 O. Meyerhof, W. Méhle u. W. Schulz: 


Kohlensauredruck steigt, die Milchséurebildung aber wenigstens in (Je; 
Ruheanaerobiose gleichzeitig herabgesetzt wird. SchlieBlich war » ic} 
das Verhalten der jodessigsiurevergifteten Muskeln im Einklang :jj 
dieser Deutung der Reaktionsinderung. Bei diesen wird namlich kein 
Milchsaure bei der Tatigkeit gebildet, dafiir aber die Kreatinphosp)or. 
siure rascher, proportional mit der Spannungsleistung, aufgespaltey 
und das frei werdende Phosphat zu Hexosephosphat verestert, wonact 
der Muskel in Starre verfallt!. In der Tat zeigten Jodessigséuremuskel; 
bei héheren CO,-Drucken zunachst einen ahnlichen Alkalisierungs 
effekt wie normale, dieser blieb aber nach Eintritt der Starre bestehe: 
Bei den so vergifteten Muskeln war auch quantitativ die Uberein- 
stimmung zwischen manometrischem Versuch und Berechnung aut 
Grund des chemischen Umsatzes befriedigend, und bei Beriicksichtigung 
der Nebenreaktionen, Veresterung von Phosphat, Zerfall von Adeny)- 
pyrophosphat, entsprach die CO,-Aufnahme recht gut dem berechnete: 
Uberschu8 an Basendquivalenten. Bei den unvergifteten Muskel 
war aber die quantitative Ubereinstimmung zwischen Rechnung uni 
Versuch weniger befriedigend. Der Baseniiberschu8 war in der Rege| 
zu groB. Immerhin war in einigen Fallen, die zur chemischen Ver 
arbeitung kamen, nachdem die Alkalisierung durch die anschlieBend 
Saéuerung genau kompensiert war, eine angenadherte Gleichheit der ge- 
bildeten Saéure- und Basenaquivalente festgestellt. Es fehlte aber fiu 
einen vollstandigen Vergleich von Alkalisierung und Tatigkeitsumsaty 
die Registrierung der Spannungsleistung. Da namlich bei den zu de: 
manometrischen Messung dienenden kleinen Muskeln von 0,1 bis 0,15 ¢ 
nicht gleichzeitig Milchsiurebildung und Kreatinphosphorséurespaltung 
bestimmt werden kann, so kénnen Anhaltspunkte fir die in jedem 
Versuch entstandene Menge der Spaltprodukte nur aus der Spannungs- 
leistung gewonnen werden auf Grund der isometrischen Koeffiziente: 
(K,,). Daneben kann der Muskel des manometrischen Versuchs zu 
Bestimmung des Kreatinphosphorsaurezerfalls verwandt werden. 

Es war daher die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, gleichzeitig 
mit der Kohlenséureaufnahme die Spannung zu registrieren und weiter- 
hin unter gleichen Umstanden die GréBe des 


2g Spannung xX cm Muskellinge 


K 
g abgespaltene H,PO, 


mp 
und des 
2g Spannung xem Muskellinge 


. ee g gebildete Milchsaure 


my 


zu messen. Das geschah sowohl fiir normale wie fir jodessigsaure- 


vergiftete Muskeln. 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. 
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Methodik. 


Vorversuche lehrten, daB die meisten Metalle: Silber, Gold, nicht 
stender Stahl usw., von hicarbonat- und phosphathaltiger Ringerlésung, 
die mit 60 bis 100°, Kohlensaure gesittigt ist, leicht angegriffen werden 
ind eine manometrisch meBbare CO,-Absorption veranlassen. Keine solche 
Stérung verursachte Platin, so da8 der Muskelhalter ganz aus Platin, die 
Spannungsfeder aus Platiniridium angefertigt wurde, wahrend als Isola- 
onsmaterial fiir die Stromzufuhr nur Glas benutzt werden konnte, denn 
andere Isolationsmaterialien, wie Hartgummi, Elfenbein, Siegellack usw.. 
nahmen unter gleichen Umstanden ebenfalls Kohlensaéure auf. Der nach 
Zeichnung von C.F. Heraeus angefertigte Hebel im ManometergefaB ist 
Abb. 1 abgebildet. Es war zur Fixierung des Muskels nicht zulassig. 
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Abb. 1 
Manometergefafi mit eingebautem Platinhebel fiir Sartorien 
: Mit Picein ausgefiillter eingeschliffener Stopfen, durch den die Reizdrabte hindurchge- 
fiihrt sind 
Durechbohrter Kapillarstopfen nach Warburg und Kubowitz: zur Gasdurchleitung im 
Thermostaten. 
Platinhalter, bestehend aus einem in den Stopfen eingeschraubten Platinstab, dem dureh 
Schrauben beweglichen Muskelhalter d und dem durch die Glasperle e isolierten, die Feder 
tragenden Biigel (vgl. die Vorderansicht) 


diesen mit dem Beckenknochen einzuspannen, weil die CO,-Aufnahme durch 
die Knochen zu Fehlern gefiihrt hatte. Es wurde deshalb der Muskel mit 
einem ganz kleinen Knochenstiickchen prapariert, ein Faden um den 
Muskelansatz festgebunden und dieser Faden mittels eines Platinhakens 
am Muskelhalter festgebunden und hierauf der Rest des Knochens entfernt. 
Der Muskelhalter bestand aus einem auf einem Platinstab verschiebbaren, 
von zwei festzuziehenden Backen gebildeten Hohlstiick. Nachdem die 
periphere Sehne des Muskels mit einem kleinen Platinhaken in den Spiegel- 
halter eingesetzt war, wurde durch Verschiebung der Backen die gewiinschte 
Anfangsspannung des Muskels hergestellt. Auf die Platiniridiumfeder 
war ein kleiner, mit Galvanometerspiegel versehener Stift festgeschraubt. 
In der Mitte des Muskelhalters war eine Glasperle zur Isolation einge- 
schmolzen, wahrend der Strom an die Platinfeder durch einen Platindraht 
zugefiihrt wurde, der in feine Glasrédhrchen eingezogen war. Um den Muskel 
direkt mit der Ringerlésung zu umspiilen und eine méglichst groBe Fliissig- 
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keitsoberflache im Austausch mit dem Gasraum herzustellen, wurd 
Hebel mit der Feder nach unten in ein zylinderisches GefaB, das am } 
meter angeschmolzen war, eingesetzt. Der Platinhebel war in den | 
stopfen eingeschmolzen. Mit 2 ccm Ringerlésung wurde der Muskel \illiy 
iiberspiilt und der Spiegel bedeckt. In den wenigen Versuchen, wo der Musk; 
frei im Gasraum benutzt wurde, wurde der Spiegel, um nicht zu beschlayen 
mit ,,Pervisol* eingefettet. Das Gefi8B war mit einer Galvanometer!|ins, 
von | m Brennweite abgeschlossen, die von auBen so festgekittet war. da; 
der Kitt nicht in das GefiB hineinragte, was ebenfalls CO,-Absorytic; 
bewirkt hatte. Die Muskelspannung wurde auf einem mit Millimeterpapie: 
iiberspannten Schirm 1 m vom Spiegel entfernt abgelesen. Als Licht )\« 
diente eine 8-Volt-Lampe mit Kondensorlinse, die hinten bis auf cine; 
spaltférmigen Raum geschwirzt war und die mit der Lampe auf ein 
optischen Bank 1,2m vom Spiegel entfernt aufgestellt war. Es bildet, 
sich dann das Bild des Spaltes, das am Spiegel reflektiert war, schart 
dem Millimeterpapier ab. 

Die Platiniridiumfeder war so dick gewahlt, daB bei der benutzte 
Entfernung ein Zug an der Feder von 50g einem Ausschlag des Lich 
zeigers von 40 mm entsprach, so daB bequem bis auf 1 g abgelesen werde: 
konnte. Die Eichung der Feder geschah mit tiber eine Rolle laufende: 
Gewichten, die bei geéffnetem GefiB und entleertem Thermostaten an de: 
Muskelhebel angehangt wurden. Die Reizung geschah viermal (anféanglich 
dreimal) pro Minute mittels eines auf den Sekundenzeiger einer Uhr ei: 
gesetzten Platinkreuzes, das in Quecksilberkontakte eintauchte. 1 
SchlieBungsschlage wurden durch ein mechanisches Relais von F. Ko//. 
abgeblendet. 

Das GefiB war an ein Differentialmanometer angeschmolzen wn 
besaB noch einen eingeschliffenen Stopfen mit Kapillaréffnung nach Warbw) 
und Kubowitz! zur Gasdurchleitung im Thermostaten. Das Differentia|! 
manometer wurde mittels einer Warburgschen Schiitteleinrichtung 
schiittelt und zum Ablesen der Spannung alle 5 Minuten angehalte 
Wichtig war, nach Sattigung des Versuchs- und Kompensationsgefilie- 
mit der kohlenséurereichen Gasmischung und anschlieBendem Temperati 
ausgleich, noch nachtraiglich wenigstens zweimal im Thermostaten durch 
beide GefaéBe die Gasmischung mit gleichem Kohlenséuregehalt durc! 
zuleiten. Nur so wird eine vollstandig gleichmaBige Sattigung aller Teil: 
des Gasraums, der Fliissigkeit und des Muskels mit den gewiinschten ((, 
Drucken erzielt. Um dabei den Zerfall des Phosphagens in der gut halb- 
stiindigen Vorperiode méglichst hintanzuhalten, wurde zuniachst mut 
Sauerstoff-Kohlenséure vom gleichen CO,-Gehalt gesattigt, der Ten 


peraturausgleich abgewartet und dann nachher zweimal mit Stickstott- 


Kohlenséure durchstrémt. In der Tat war so auch bei jodessigséur 
vergifteten Muskeln ein hoher Anfangsgehalt an Kreatinphosphorsaure 71: 
erzielen, der sich bei langer dauernder Ruheanaerobiose unter héhere: 
CO,-Druck sonst rasch verkleinert. 

Das Volumen des VersuchsgeféBes mit eingesetztem Platinhe! vc! 
betrug 7,38 cem, das des KompensationsgefaBes 7,23 cem, der Querschnitt 


der Manometerkapillare 0,316 .10°% qem. Die nach O. Warburg berechnete 


Konstante* (ko ,) bei 15° und 2 cem Fliissigkeit betrug 0,85. 


1 Diese Zeitschr. 214, 5, 1929. 
* Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Julius Springer, 1926. 
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I. Kohlensdureretention in Muskel und Lésung. 


Die Retention der Kohlenséiure sowie anderer Séuren und Basen 
| van; im Muskel sei hier etwas ausfihrlicher diskutiert, weil sie fiir die Er- 
Musk: klarung des Verlaufs der CQ,-Aufnahme im jodessigsaurevergifteten 
hlagen Muskel von besonderer Bedeutung ist. Die jeweils bei der Aufspaltung 
per ree der Kreatinphosphorséure erfolgende Bildung von Basen muB hier 
zunaichst mit dem Aquivalenzfaktor fiir das betreffende px multipliziert 
werden, der angibt, wieviel Basenaquivalente pro 1 Mol Aufspaltung 
tquell entstehen. Um aber die entstehenden Basenaquivalente aus der auf- 
_ einer genommenen Kohlensaure zu berechnen, muB die gemessene Kohlen- 
— siureaufnahme noch korrigiert werden fiir die ,,Retention™, die die 


“7 pas Pufferung des Systems reprasentiert, soweit diese nicht selbst auf 
Bicarbonat-Kohlensaure beruht. Die Theorie fiir die Berechnung der 
utzter tetention von Kohlensaure und fixen Sauren bei bestimmtem Kohlen- 
Licht siure- und Bicarbonatgehalt ist von O. Warburg! (unter Mitarbeit von 
ore Krebs und Donegan”) entwickelt worden. 
in der Reagiert ein bestimmter Teil x des bei der Muskeltatigkeit ent- 
nglich stehenden Alkalis mit anderen schwachen Saéuren (z. B. H,PO,), der 
. es Rest (1 — x) mit H,CO 3, so ist die gemessene CO,-Aufnahme mit 
me dem Retentionsfaktor i = zu multiplizieren. Fur die meist be- 
Pres nutzte Ringerphosphatlésung, bestehend aus 79 Teilen Froschringer- 
ini lésung, 12,5 Teilen 1,3°,, NaHCOg, 6 Teilen n/10 NagH PO, + 2,5 'leilen 
agen n/l0 HCl, ist der Retentionsfaktor fiir die benutzten Volumina von 
alter Fliissigkeit und Gasraum bei einem CO,-Druck peg, von 500 mm 
fife Brodielésung = 1,10, bei poo, = 1600 mm 1,08, bei 3300 bis 6800 mm 
rome Brodielésung 1,05. Er wird nach O. Warburg durch Ansauern der 
ek Ringer-Bicarbonat-Phosphat-Lésung mittels einer genau abgemessenen 
Teil Menge eingetrockneter Weinsaurelésung bestimmt. Der Vergleich der 
CO, ausgetriebenen Kohlenséuremenge in cmm CO, (= h.keo,) mit der 
halb- beim Ansaéuern von reiner Bicarbonatlésung erhaltenen “emm CO, 
Seng (h’ . k’oo,) ergibt den Retentionsfaktor 
stoff- R h’ .keo, 
- = Whee, 
ere! (h und h’ Druckanderungen in mm Brodie, keg, und keo, GefaB- 
konstanten fir CQ,). 
aa Die Retention im Muskel kann jedoch nicht direkt auf diese Weise 
Liat bestimmt werden. Dies kann aber geschehen durch Bestimmung des 


Bicarbonatgehalts im Muskel bei verschiedenen CQO,-Drucken. Auf 


1 Stoflwechsel der Tumoren. Berlin, Julius Springer, 1926. 
2 Diese Zeitsachr. 210, 7, 1929. 
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Grund der Kohlenséurebindungskurve wurde so in der vorangehend 
Arbeit von F. Lipmann und O. Meyerhof die Kohlensaureretention { 
normale Muske!n bei den verschiedenen CO,-Drucken berechnet. [u- 
gegen war es jetzt nétig, die Retention der Jodessigsiuremuskeln 
nauer zu bestimmen, und zwar nicht nur fiir CQ, selbst, sonder 
auch fiir fixe Sauren und Alkalien (A4u/Ap)y in der Bezeichnung 
O. Warburgs. Denn die Jodessigsiuremuskeln zeigen beim Eintritt 
der Starre eine starke Zunahme der Kohlensaurebindung, die bei 
Aufenthalt in Ringer-Bicarbonatlésung noch weiter vergréBert wirc 
Es war festzustellen, ob diese Aufnahme durch die Anderung der Ver- 
teilung der Puffersubstanzen infolge erhéhter Durchlassigkeit zu er- 
klaren und daher aus den Retentionsmessungen abzuleiten war. 

Bei der folgenden Berechnung wird die Konzentration des HCO 
ebenso wie H,CO, und der anderen wasserléslichen Bestandteile auf 
das im Muskel enthaltene Gewicht Wasser, nicht auf das Gesamt- 
volumen des Muskels bezogen und der Wassergehalt = 80°, des Muskel- 
gewichts angesetzt. Allerdings ist nach van Slyke und Mitarbeitern! 
die Léslichkeit der H,CO, in Blutzellen, bezogen auf den Wassergehalt, 
= 110% desjenigen fiir Wasser gleicher Temperatur, bezogen auf das 
Gesamtvolumen der Blutzellen aber 79%. Die Erhéhung der CO,- 
Loslichkeit in der Blutzellenflissigkeit beruht auf deren Lipoidgehalt. 
Da dieser im Muskel bedeutend geringer ist, so kann man in erste: 
Annaherung die Menge der im Muskel gelésten H,CO, der im Muskel- 
wasser gelésten gleichsetzen. 

Die Retention fiir Kohlensiure (4u/Ap), ist in Jodessigsaure- 
muskeln leicht zu bestimmen, da hier der Zerfallsvorgang nach det 
Starre vollig zum Stillstand gekommen ist. Infolgedessen kann man 
den Bicarbonatgehalt verschiedener Proben zerschnittener Jodessig- 
sduremuskulatur unter demselben Kohlensiuredruck als genau gleich 
ansetzen (natiirlich muB die Muskulatur von ein und demselben ver- 
gifteten Frosch stammen und gleich vorbehandelt sein). In derartigen 
Proben von je 0,25g Jodessigsiuremuskulatur, entsprechend 0,20 g 
Wasser, ergibt sich z. B. 


bei p,,, 1720 mm: Bicarbonat 101,5emm CO,; pro g Wasser 506. 
CO, 2 

» Poo, 3700 . % = 142 a CG s 2 o» 710. 

» Poo, 6800 ,, : *” 174 ow” COs. e ” 870. 


Hieraus ergibt sich das Verhaltnis der retinierten Kohlensaure (B, — 5,) 
zwischen den beiden CO,-Drucken p, und pg, zu der Differenz 
B, bit B, 
A Pe o 


dieser Drucke Apeo, = zwischen peo, 1720 und 3750 mm 


' D. D. van Slyke, J.Sendroy, A. B. Hastings u. J. M. Neill, J. of 
biol. Chem. 78, 765, 1928. 
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204/2030 = 0,16, d.h. Retentionsfaktor R = 1,10, zwischen 3750 
und 6800mm CO, = 160/3000 = 0,054, Retentionsfaktor = 1,054 
(fiir 1 g Muskelwasser). 

Nach O. Warburg ergibt sich die Retention von Pufferlésungen 
auch durch Verdiinnen derselben mit pufferfreien Salzlésungen unter 
bestimmten CQO,-Drucken. In diesem Falle sinkt die Bicarbonat- 
konzentration, infolgedessen wird CQ, aus dem Gasraum aufgenommen 
auf Grund der folgenden Reaktion: 


H, CO, + B' NS = B HCO, T HS. 


Es entstehen infolge zunehmender cy undissoziierte Molekiile der 
schwachen Saéure HS und die frei werdende Base (B’) reagiert mit 
CO,. Dieser Vorgang wurde mit zerschnittener Jodessigsauremuskulatur 
studiert, wobei diese im Manometer unter bestimmten CO,-Drucken 
mit reiner Ringerlosung versetzt wurde. Die wasserléslichen Puffer- 
substanzen des Muskels verdiinnen sich hierbei tiber das Gesamt- 
volumen der Flissigkeit. 

Bei einem CO,-Druck p ~ 3700 mm Brodie wurde die CQO,-Auf- 
nahme bei der Verdiinnung mit verschiedenen Mengen RKingerlésung 
bestimmt, ferner der Bicarbonatgehalt pro 1g urspriinglichen Muskel- 
wassers sowie pro 1 ccm Gesamtflissigkeit. Da sich aus dem Anfangs- 
druck und der Druckainderung (= -- hmm) der CO,-Druck fiir den 
Versuchsansatz ergibt, so kann aus diesem und dem Endgehalt Bi- 
carbonat (B,) nach der Hasselbalchschen Gleichung das pg fiir jede 
Verdiinnung bestimmt werden, sowie aus der CO,-Aufnahme die Bildung 
undissoziierter Molekiile AHS. Man kann hier den Retentionsfaktor 
bestimmen, wenn man die gebildete Menge undissoziierter Sauremolekiile 
vergleicht mit der Anderung des CO,-Druckes, die bei konstantem Bi- 
carbonatgehalt der Anderung des pg entsprechen wiirde; andererseits 
kann man die so bestimmte Pufferung vergleichen mit derjenigen, die 
durch den Phosphatgehalt, den EiweiBgehalt und andere bekannte 
Puffersubstanzen des Muskels hervorgerufen wiirde. 

Im folgenden ist eine derartige Messung wiedergegeben (Ausfiihrung 
vgl. 8. 295). Die Berechnung des Bicarbonatgehalts pro ] ccm Flissig- 
keit nach der Verdiinnung erfolgt fiir den CO,-Druck py — Ap (Ap 
Druckanderung bei der Verdiinnung), wahrend die Bestimmung des 
Anfangs-Bicarbonatgehalts bei pg vorgenommen wird. Dies ist fur 
die Ausrechnung der Versuche zu beachten (vgl. Tabelle I). Aus 
Tabelle I ergibt sich ASH 


von px 6,54 bis 6,32 zu 0,015 molar. 
» pu 6,32 ,, 6,21 ,, 0,004 
» Seas? . 6 . CF s 
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Tabelle I. 


Druckanderung beim Vermischen von Jodessigsaiuremuskulatur mit Rinve: 
lésung in 37°, CO, in Ng. 





cin? 
HOOs als 


Viel- 
: faches emm CO, ¢mm CO, 
Ringer- . aes - -~ 
Ver- Gesamt- y F > pro ccm aig 
Musku- | 2¥Satz Aufnahme | tad Pco, in “13 Gesamt- 10-2 mo] 
latur | Com pro cmm COQ, tee te Brodie Muskel- _ fliissigkeit HCO, 
Versuch Muskel- wasser (korrigiert 
wassers fiir Druck- 
g anderung) 
0,2 .- 0 3750 712 3,24 6.54 
0,5 0,6 131 2,5 3542 328 413 188 6,32 
0,4 0.8 129 3,5 3590 425 | 
" y y aaa pe « mote 4 3 2] 
03 06 102 35 3590 aoa ij (FHS. | LAE 6.21 
0.4 | 
+ 0,4 0,8 85,5 4,7 3640 267 263 1.20 6.13 
Ringer 


im ganzen also zu 0,025 mol. Der Ubergang von py 6,54 bis 6,32 ist 
mit einer Retention von 328cmm CO, verkniipft, wahrend bei fest- 
gehaltenem Bicarbonatgehalt By von 712cmm CO, der CO,-Druck 
fiir die gleiche py-Anderung hatte von 3750 mm Brodie auf 6230, also 
um 2500 mm steigen miissen. Der so berechnete Retentionsfaktor 
fiir (Au/Ap)y ist dann | 4+ 328/2480 = 1,13. DaB die Pufferung nur 
zum Teil auf das anwesende Phosphat zu beziehen ist, folgt aus dem 
Gesamtgehalt an sdureléslichem Phosphat, das pro g Muskel 0,045 mol. 
oder im Muskelwasser 0,056 mol. ist, wobei zwischen py 6,54 und 6,13 
nur maximal 0,012 mol. SH entstehen kénnen, wahrend doppelt so vie! 
auftreten. [Da die maximale Pufferkapazitaét einer einbasischen Saure 
A B*/A px nach van Slyke maximal = 0,57 ist (B* = Basenaquivalente), 
kénnten bei 0,41 pu-Anderung 0,056 mol. nur 0.013 mol. S H liefern.) 


Das Verhalten des Muskels JéBt sich mit einem EiweiBphosphat- 
gemisch sehr genau reproduzieren und dabei feststellen, daB die Kohlen- 
séureaufnahme bei Versetzen mit Ringerlésung wirklich vollstandig auf 
die Bildung undissoziierter Sauremolekiile durch die Verdiinnung zu- 
rickzufiihren ist. Reines Serum besitzt eine zu geringe Pufferkraft. 
Wenn man jedoch Phosphat in einer Gesamtkonzentration von m/1() 
hinzugibt, also das Doppelte der im Muskel enthaltenen Konzentration, 
so erhalt man ein Modell von fast genau derselben Pufferkapazitat 
bei ungefaihr gleichem Bicarbonat und gleichem py wie der Muske! 
Die Tabelle I] gibt eine solche Versuchsreihe mit einem Serum-Phosphat- 
gemisch, das aus 8 Teilen Ganseserum und 2 Teilen m/2 Phosphat 
(pu 6,85) besteht. Bei diesem ist die Aufnahme von Kohlensaure sowohl! 
bei Variierung des CO,-Drucks (poo,) wie bei Verdiinnung mit Ringer- 
lésung bestimmt worden. 
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Tabelle II. 


arbonatgehalt von Serumphosphat unter verschiedenen (O,-Drucken 
und beim Verdiinnen mit Ringerlésung. 


~~ 





emm CO, 
Viel- emm CQ»,-| pro cem 


m Aus- Zusatz emm CO, Aufnahme | Gesamt- (19—9 mol. 


angs- ecm auf- Pans ad Por do pro ccm fliissigkeit HCO. PH 
serum Ringer genommen diinnung Serum- (korrigiert 3 

| Phosphat | fiir Drauck- 

mm anderung) 

0,2 — 0 1750 572 
0,2 _ 0 3820 782 3,56 6.58 
0.2 ses 0 6800 950 
0,3 0,45 94,2 2,5 3700 360 452 2,05 | 6,36 
0,3 0,75 125 3,5 3640 447 347 1,58 | 6,24 


Bei 3,5facher Verdiinnung sinkt, wie man aus der Tabelle Il 
sieht, das pu um 0,34, im jodessigsiurestarren Muskel um 0/33. Der 
Bicarbonatgehalt andert sich ferner zwischen 17,5 und 68%, CQ, in 
derselben Weise wie in der Muskulatur. Aus der Anderung des Bi- 
carbonatgehalts zwischen 1750 und 3800 mm Brodie ergibt sich ein 
Retentionsfaktor R fiir Kohlenséure = 1,10; zwischen 3800 und 
6800 mm Brodie von 1,057; ferner berechnet sich aus der Verdiinnung 
beim Ubergang von py 6,58 auf 6,36 ein Retentionsfaktor fiir fixe 
Sauren = 1,14. 

Auch ein weiteres, durch die bisherigen Uberlegungen noch nicht 
verstandliches Phinomen, das die Jodessigsiuremuskulatur beim Zu- 
setzen von Ringerlésung zeigt, wird durch das Serum-Phosphat modell 
wiedergegeben. Wiirde die Aktivitaét der Kohlensdure im Muskel- 
wasser und Ringerlésung genau gleich sein, so dirfte keine Aufnahme 
von Kohlenséure stattfinden, wenn die Muskulatur mit einer Salz- 
ljésung verdiinnt wird, deren Bicarbonatgehalt bei demselben CO,- Druck 
gleich demjenigen des Muskelwassers ist. Da nach der Hasselbalchschen 
Gleichung das py der Bicarbonatlésung gegeben ist durch 

CO, 


Pu = P Keo, + log 60, 


so miBten beide Lésungen in derselben CO,-Atmosphare dasselbe px 
besitzen, wenn auch ihre Bicarbonatkonzentration gleich ist. Der 
Versuch zeigt, daB diese Voraussetzung nicht erfiillt ist, sondern daB 
vielmehr die zugesetzte Ringerlésung eine viel héhere Bicarbonat- 
konzentration als der Muskel besitzen muB, wenn beim Zusammen- 
geben die Druckanderung Null sein soll. Dies kann nur so erklart werden, 
daB P Koo, in Muskel und Ringerlésung verschieden sind infolge ver- 
schiedener Aktivitét der Kohlensiure. Der gleiche Effekt in fast 
demselben Umfang ergibt sich auch mit Phosphat-Serum und in ge- 
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Tabelle I]. 


Druckaénderung beim Verdiinnen von Muskulatur, Serumphosphat, 
Phosphatbicarbonat mit Bicarbonat-Ringerlésung bei 38°, CQ,. 








iii Bicarbonatgehalt cmm { 
ecm Zusatz in ¢ 50; i . 
Nr Benutztes Substrat- von ' a ss __|) 10-3 mol. Anderung 
wi Substrat wasser |Bicarbonat- pro g a eee HCO; ae . 
. lisung — resets canen 
la  Jodessigsiure- 0,24 0,6 704 0 — 102 
muskulatur 
b Dasselbe 0,24 0.6 704 706 8,2 23,1 
¢ - 0,24 0,6 704 1056 4,8 + 54 
d * 0,24 0.6 704 1760 8,0 + 47.2 
2 . 0,20 0,5 724 1076 4,9 + 45 
3a Serumphosphat 0,30 0,45 782 0 — 108 
b ® 0,30 0,45 782 538 2,45 — §2 
¢ s 0,30 0,45 782 1076 4,9 + 15 
4a 7 0,30 0,45 782 0 — 125 
b a 0,30 0,45 782 720 3,3 — 27,7 
( 0,30 0,45 782 1076 4,9 + 41 
ba , 0.3 0,45 1105 833 88 |— 74 
b 0,3 0,45 1105 1150 5,2 — 22.5 
tC 0,3 0,45 1105 1303 5,9 — 31 
d 0,3 0,45 1105 1460 6,6 + O05 
ba Phosphat-* 0,3 0,45 1136 1173 5,3 — 18,0 
Bicarbonat 
b Dasselbe 0,3 0.45 1136 1350 6,1 — 19 
¢ ‘ 0,3 0,45 1136 = 1490 6,8 + 59 


* m 10 Phosphat (PH 6,85) mit 0,155 9/) NaHCOs3. 


ringerem Mae auch mit reiner bicarbonathaltiger Phosphatlésung. 
In der Tabelle II] sind die Bicarbonatkonzentiationen von Puffer- 
lésung und Ringerlésung, bei deren Zusammengeben nahezu keine 
Druckanderung erfolgt, fett gedruckt. Wie man sieht, andert sich 
sowohl beim Muskel wie beim Se1um, die pro g Wasser 720 bzw. 780 cmm 
Kohlensaure als Bicarbonat enthalten, der Druck nicht, wenn man mit 
einer Lésung von einem Bicarbonatgehalt von 1000 cmm CQ, verdiinnt. 
Dagegen tritt bei Verdiinnung mit einer Lésung von einem HCQ,- 
Gehalt von gut 700cmm CQ, eine CO,-Aufnahme von 25 cmm in de! 
Versuchsmenge oder etwa 100cmm COQ, pro 1 g Pufferlésung ein. De 
Unterschied in dem Bicarbonatgehalt der ,,isohydrischen“ Lésungen 
entspricht nach der Hasselbalchschen Gleichung einer Differenz der 
Px-Werte von 0,14 fiir den Muskel, 0,12 bis 0,13 fiir Serum-Phosphat. 
Bei dem héheren Bicarbonatgehalt von 1105cmm CO, ist Serum- 
Phosphat isohydrisch mit einer Bicarbonatlésung von 1460 cmm CO,, 
was einer p,:-Differenz von 0,12 entspricht. In der reinen Phosphat- 
Bicarbonatlésung ist der Unterschied fiir isohydrische Lésungen 1136 
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gegen 1380 cmm CQO, entsprechend einer Differenz des p,.-Wertes 
von 0,085. Nimmt man also den p,,.-Wert der Bicarbonat-Ringerlésung 
bei 20° nach FE. J. Warburg! 2u 6,26 an, so ware der Wert fiir den 
Muskel 6,40, fir Phosphat-Serum 6,38. Diese wie die folgenden Ver- 
suche wurden mit GefaBen entsprechend der beifolgenden Abb. 2 aus- 
gefihrt, indem nach SchluB des Manometerhahns die Ringerlésung 
iiber die Scheidewand in die Muskel- bzw. Pufferlésung eingekippt und 
dann bis zum Druckausgleich geschiitte!t wurde. 


| 





Abb. 2 
ManometergefabB mit Scheidewand 
zur Vermischung von Muskulatur 
beziehungsweise Serum - Phosphat- 








und Ringerlésung. 


Die bei Verdiinnung der Muskulatur mit Ringerlésung erfolgende 
CO,-Aufnahme erklart die negative Druckanderung, die im AnschluB 
an die Jodessigsdurestarre bei den in Ringer-Bicarbonatlésung gereizten 
Muskeln eintritt und die mehrere Stunden lang anhalt. Bei der Starre 
wird der Muskel fiir die in ihm enthaltenen Puffersubstanzen durch- 
lissig, die nunmehr in die AuBenlésung diffundieren. Da diese selbst 
Phosphat und Bicarbonat enthalt, so ist die CO,-Aufnahme geringer 
als bei Verdiinnen mit reiner Ringerlésung, aber doch noch erheblich. 


Bei der meist benutzten Bicarbonatkonzentration von 2. 10°?n und 
PCO, = 3700 mm betragt die CO,-Aufnahme von 0,3 g Muskel bei Zusatz 
von 0,8cem Ringer-Bicarbonat z. B. 43 emm CQO,. In einem anderen Versuch, 
bei dem der Bicarbonatgehalt der Jodessigsauremuskulatur pro 1 g Muskel- 
wasser nur 500cmm CO, war, und bei dem pc 0, = 3300 mm betrug, ergaben 
sich bei Zugabe von 0,3 g Muskel zu 2,0ccm Ringer-Bicarbonatlésung 29cmm 
CO, oder pro 1g Muskel 96cmm. Bei poo, von 6300 mm wurden bei Ein- 
geben eines jodessigsaurestarren Sartorius von 0,13 g in 0,7 cem Bicarbonat- 
Ringerlésung 22cmm CO, oder 170cmm pro 1g aufgenommen. Wurde 
die Ringerlésung noch mit 0,6 . 10~? mol. Phosphat versetzt, wie es in den 
Reizversuchen stets geschah, so betrug jetzt beim Eingeben eines eben- 
solchen Muskels von 0,13 g die CO,-Aufnahme nur noch 13 emm CO, oder 
prog 93emm CO, (bei poo, 6300). Eine genau entsprechende CO,-Auf- 
nahme findet man in den in Fliissigkeit gereizten jodessigséurestarren 
Muskeln nach Eintritt der Starre. 


In der Tat verlauft die CO,-Aufnahme bei Jodessigsauremuskeln 
bis zum Eintritt der Starre genau gleich, ob sie bei denselben CO,- 


1 Biochem. J. 16, 255, 1922 


” 
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Drucken frei im Gasraum oder in der angegebenen Ringer-Bicarbojiat- 
Phosphatlésung ermiidet werden. Nach Eintritt der Starre nimmt a je; 
der im Gasraum befindliche Muskel nur noch wenig Kohlenséure a \:f 
auch dies ist wahrscheinlich durch eine Neuverteilung der Puffer- 
substanzen im Innern des Muskels hervorgerufen. 

Fiir die Berechnung der folgenden Versuche wurde daher nur dic 
Kohlenséureaufnahme bis zum Starreeintritt beriicksichtigt, da ic 
Muskeln bis dahin offenbar fiir ihre Puffersubstanzen nahezu wn- 
durchlassig sind. Ebensowenig ist der normale Muskel im Verlauf de: 
Ermiidung fiir diese durchlassig, so daB es auch hier auf den Verlauf 
der Kurve ohne EinfluB ist, ob der Muskel im Gasraum oder in Lésung 
ermiidet wird. Doch ist das letztere fiir die Erhaltung einer guten 
Erregbarkeit bei hohen CO,-Drucken vorteilhaft, so daB in der Rege!| 
die Muskeln in Lésung gereizt wurden. 

Da der normale unermiidete Muskel zunachst nur sehr wenig an- 
organisches Phosphat, an dessen Stelle aber Kreatingphosphat enthalt 
der ermiidete normale Muskel dagegen entsprechend anorganisches 
Phosphat, der jodessigséurestarre Muskel Hexosephosphat, so mub dir 
gesamte Pufferung in dem unermiideten normalen Muskel kleiner sei: 
als in den beiden letztgenannten Fallen, weil die Kreatinphosphor- 
sdure zwischen py 6 und pq 10 nahezu keine Pufferkapazitat besitzt 
Andererseits ist aber bei ein- und demselben Kohlensiuredruck der 
Bicarbonatgehalt des unermiideten normalen Muskels bei gleichem 
CO,-Druck ge ger, namlich um die bei der Kreatinphosphorsaure- 
spaltung auf .sommene Kohlenséure. Beide Momente kompensieren 
sich zum Teil in ihrer Wirkung auf die Kohlensaureretention. Diese 
ist bei unermiideten normalen Muskeln weniger gut zu bestimmen als 
bei Jodessigséuremuskeln, zumal bei héherem Kohlensauredruck, da 
hier der Gehalt an Kreatinphosphorséure in symmetrischen Muskeln 
nicht tiber langere Zeit genau iibereinstimmt und daher der Vergleich 
des Bicarbonatgehalts bei verschiedenen CO,-Drucken wenig konstante 
Resultate gibt}. Eine Reihe solcher Messungen sind in Tabelle I\ 
wiedergegeben. Fir a und 6 dienten die symmetrischen Sartorien. 
Der Bicarbonatgehalt ist tatsichlich etwas geringer als in jodessig- 


! Dieser MiBstand laBt sich zwar durch die neue, von O. Warburg. 
F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 170, 1931, angegebene 
Anordnung beheben, bei der die CO,-Retention eines Puffergemisches ohne 
Zugabe von Saure in dasselbe bestimmt werden kann, durch Messung de! 
CO,-Aufnahme nach Erhéhung des CO,-Druckes. Jedoch dauert hier die 
Herstellung des C O,-Gleichgewichts zwischen Muskelsubstanz und Gasrau! 
bei den fiir genaue Ausschlaige erforderlichen Muskelmengen so lange Zeit 
da8B der im selben Zeitraum erfolgende Stoffwechsel die Auswertung de! 
Resultate zu ungenau macht. 
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siurestarren Muskeln bei gleichem CO,-Druck. Der Unterschied wirde 
wohl noch gréBer sein, wenn nicht wahrend der Ausgleichszeit bei 
hoheren CO,-Drucken auch im unvergifteten Muskel ein Teil der Kreatin- 
phosphorsaure zerfallen ware. 


Tabelle IV. 


Kohlenséurebindungskurve und daraus_ berechnete CO,-Retention bei 
verschiedenen CO,-Drucken in unermiideten normalen Muskeln. 





Muskel Bicarbonatgehalt Bicarbonatgehalt Retentions- 
Nr vs veriahe 9/, CO in emm CO, in emm CO, faktor 
cc absolut pro g Muskelwasser fiir CO, 
la 0,196 37,5 89 570 
b 0,188 68 103 684 1,03 
2a 0,149 17,2 59,6 426 
b 0,1505 37,5 79,2 658 1,14 
3a 0,233 37,5 112,5 695 
b 0,248 68 126,5 638 (1,01) 
4a 0,165 16,8 62 4658 
b 0,148 35,4 69 581 1,15 
da 0,199 35,4 103 647 


II. Isometrische Koeffizienten von Sartorien bei verschiedenen CO,-Drucken. 


Da die fiir die manometrischen Versuche dienenden Sartorien fiir 
chemische Milchsiurebestimmung zu klein waren und da der Kreatin- 
phosphorsaurezerfall derselben, soweit er gemessen wv’ ‘e, ja stets fiir 
die ganze Versuchsdauer gilt und nicht fiir den zu berec' .enden ersten 
Versuchsabschnitt, so wurden die K,,-Werte fiir Milchsiure (K»,) 
und Kreatinphosphorsaure (A,,,,) in Parallelversuchen in der gleichen 
Anordnung, aber mit den iblichen Spannungshebeln bestimmt, im 
allgemeinen fiir 100 Zuckungen, was 25 Minuten Reizdauer der mano- 
metrischen Versuche entspricht. Dies geschah bei verschiedenen CQ,- 
Drucken (5; 6; 33; 63°, CQ,), sowie in Abwesenheit von Kohlensaure 
in Ringer-Bicarbonat-Phosphatlésung, in einzelnen Fallen auch in gas- 
férmigem Stickstoff. Fiir jede Milchsaéurebestimmung dienten stets 
mehrere Sartorien (2 bis 3), die in Parallelversuchen ermiidet waren. 
In dem Zeitabschnitt der ersten 100 Zuckungen geht die starke Alkali- 
sierung vor sich, deren quantitativer Vergleich mit dem chemischen 
Umsatz die Hauptaufgabe der vorliegenden Arbeit war. 

Die Resultate an normalen Muskeln sind in den Tabellen V und VI 
zusammengestellt. Der isometrische Koeffizient der Milchsiure ergab 
sich im Durchschnitt zu 200, bei 33° CO, fiel er in einzelnen Fallen 
nach oben und unten stark heraus, doch ist der Durchschnittswert 
unter Vernachlassigung der extremen Werte fiir hohen und niederen 
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300 O. Meyerhof, W. Méhle u. W. Schulz: 


CO,-Gehalt ziemlich gleich und nicht gesondert berechnet wegen « 
groBen Schwankungen. Diese Schwankungen sind noch gr6Ber als <\ 
in extremen Fallen bei isometrischen Warmekoeffizienten (K»,,,) vor 
kommen (im Verhaltnis 1: 3 nach Hill). Auffallig ist, daB der Km,-W rt 
im Durchschnitt nicht kleiner, ja sogar eher etwas gréBer ist als bei de; 
gleichen Reizzahl am Gastrocnemius. Bei noch weitergehender Reizung 
von Sartorien in Ringer-Bicarbonatlésung fand Gemmill in einer gleic)- 
zeitigen Arbeit im hiesigen Institut’ einen K,,-Wert von 115. 1v°, 
wenn die Milchsdure in die umgebende Lésung iibertritt. Dieser letzter 
Wert ist mit den Resultaten am Gastrocnemius nicht direkt vergleichbar, 
weil bei diesem die Milchséure im Muskel verbleibt. Immerhin sind 
diese Zahlen auffallig, wenn man bedenkt, daB nach Hill der isometrische 
Warmekoeffizient K,, von Gastrocnemien und Sartorien sich wie 2: | 
verhalt. Da bereits ein Gehalt von 0,5°% Sauerstoff im Stickstoff bei 
langsamer Reizung Fehler dadurch verursacht, daB ein Teil der Milch- 
séure durch Oxydation verschwindet, wurden alle spaiteren Versuche 
mit Stickstoff-Kohlenséuregemischen angestellt, die durch Uberleitung 
iiber gliihendes Kupfer von Sauerstoff befreit waren, doch ergaben 
diese Versuche, Nr. 6 bis 11 und 20 bis 24 der Tabelle V eher noch 
héhere K,,,-Werte als die vorherigen. Die zu bestimmende Milchsaure- 
menge in den Versuchen ist geniigend groB (0,1 bis 0,5 mg Milchsaéure) 
um eine Genauigkeit des Resultats auf mindestens 10%, zu erméglichen, 
so daB vorlaiufig fiir die hohen K,,,-Werte keine Erklirung gegeben 
werden kann und erst recht nicht fiir die dabei beobachteten Schwan- 
kungen. 

Der K,,,,- Wert fiir die gleiche Zuckungszahl zeigt mit wachsendem 
CO,-Druck eine deutliche Verkleinerung, indem er bei 0 und 5% CO, 
203 . 10°; bei 16% 92 . 10®; bei 33 und 38% 99. 108; bei 63° 63. 10° 
betragt. Ein kleiner Teil der Steigerung des Phosphagenzerfalls bei 
héherem CO,-Druck ist auf gesteigerten Ruhezerfall zu beziehen, wie 
aus der Arbeit von F. Lipmann und O. Meyerhof hervorgeht. Dariibe: 
hinaus muB man aber schlieBen, daB auch bei der Reizung die héhere 
CO,-Konzentration den Zerfall beschleunigt. 

Auch der K,,,, von 203.106% bei niedriger CO,-Konzentration 
ist etwa derselbe wie beim Gastrocnemius fiir 100 Zuckungen, wo e1 
nach Lundsgaard? 154 .10° ist. Setzt man hier fir 1 g aus Kreatin 
phosphorsaure abgespaltener Phosphorsaure 120 cal, pro 1 g Milchsaure- 
bildung 220 cal, so erhalt man einen K,y,,,-Wert von 13, der gegen- 
iiber der direkten Messung des K,,,,,-Wertes verdoppelt ist. Die Un- 


1 Diese Zeitschr. 246, 319, 1932. 
? Ebendaselbst 288, 322, Tabelle II, 1931. 
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sicherheit dieser Berechnung wird noch dadurch giéBer, daB der 
K,,,-Wert, wie schon in der Arbeit von O. Meyerhof und W. Schulz! 
gezeigt ist, noch bedeutend héhere Schwankungen zeigt als der K,, * 
Wert, insbesondere bei verschiedenem Froschmaterial und in ver- 
schiedener Jahreszeit. In einer nicht mehr in die Tabelle V1 auf- 
genommenen Serie von acht Bestimmungen (Mitte Januar) an kleinen 
Temporarien lag die Halfte der K,,,,-Werte in gasformigem Stickstoff, 
der véllig sauerstofffrei war, bei 100 Reizen tiber 500 . 10°. 

Entsprechend hohe Werte des En» wurden auch mit Jodessig- 
siuremuskeln erhalten (Tabelle VII). Die Vergiftung geschah ent- 
weder 50 Minuten mit 1: 20000-Jodessigsiure oder 60 Minuten mit 
1: 25000. Bei den spateren Versuchen wurde die langere Vergiftungs- 
zeit gewahit, nachdem Kontrollen gezeigt hatten, daB in 50 Minuten 
die Hemmung der Milchsaiwrebildung noch nicht immer komplett ist. 
Dies ist nicht am Verlauf der Ermiidungskuive zu erkennen,'da Auf- 
héren der Kontraktionsfahigkeit und Starreausbildung véllig typisch 
sein kénnen, wenn noch eine gewisse Milchsdurebildung persistiert. 
Beriicksichtigt man, daB im vergifteten Muskel bis zur Starre nur etwa 
1/, so viel Spannung entwickelt wird wie bei totaler Ermiidung normaler 
Muskeln und ferner, daB der Ky,,-Wert fiir das erste Viertel der Er- 
miidung nahezu doppelt so groB ist, wie fiir die ganze Ermiidung, so 
bedeutet schon eine Milchsaurebildung von nur 1/,) des sonst erreichten 
Ermiidungsmaximums, daB pro Spannungseinheit noch 50%, der Milch- 
siure entstehen, die im gleichen Ermidungsabschnitt im normalen 
Muskel auftreten. 

Auf der anderen Seite ergab sich aber, daB der A,y,,-Wert bei 
60 Minuten langer Vergiftung mit */;o 9 Jodessigsaure ebensogroB war 
wie bei 50 Minuten langer Vergiftung mit 1/s9999 (Zimmertemperatur) 
und auch keine Abhangigkeit von der Muskelg16Be bestand. Das Be- 
denken einer noch etwa persistierenden Milchsaéurebildung wiirde sich 
natirlich durch sehr viel starkere Vergiftung beheben lassen, aber dies 
schadigt die Arbeitsfahigkeit des Muskels auch unabhangig von der 
Aufhebung der Milchsaéurebildung und fiibrt, vor allem in den Sommer- 
monaten, leicht zu vorzeitiger Starre des Muskels ohne jede Reizung. 
Die Aufgabe, Sartorien durch eine bestimmte Einwirkungsdauer einer 
bestimmten Jodessigsaéurekonzentration so zu vergiften, daB eine Milch- 
sdurebildung bei der Reizung mit Sicherheit ausgeschlossen werden 
kann, wahrend andererseits der Ruhegehalt an Phosphagen keine Er- 
niedrigung dadurch erfahren soll, wird noch dadurch kompliziert, da 
im Winter hierfiir viel héhere Jodessigséurekonzentrationen bendtigt 


1 Diese Zeitschr. 236, 54, 1931. 
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worden als im Sommer, wahrend auch schon erheblich kleinere Konzen- 
trationen das typische Bild einer Ersch6épfungsserie mit anschlie Bender 
Starre ergeben, das sich von dem eines ginzlich ,,alactaciden‘’ Muskels 
nicht unterscheidet. Wahrend nach den friihesten, in unserem Institut 
vorgenommenen Messungen von Lundsgaard' ein einstiindiges Einlegen 
yon 0,12 g schweren Sartorien in Ringer-Phosphatlésung mit 1 : 30000 
Jodessigsaure geniigte, um nicht mehr als 10% der sonst bei der gleichen 
Spannungsleistung auftretenden Milchsadure zu bilden, und 1 ; 20000 zur 
vollstandigen Vergiftung ausreichte, im Mai und Juni, und ahnliches 
sich auch bei unseren Kontrollversuchen im Mai ergab, wurde in Ver- 
suchen von H. Blaschko im Januar nicht eimmal durch 75 Minuten 
langes Einlegen in 1: 15000 oder einstiindiges Einlegen in 1: 12000 
Jodessigséure (bei etwa 18°) die Milchsaurebildung ganz ausgeschlossen, 
vielmehr trat bei Reizung bis zur Starre noch 0,06 bis 0,25 mg Milch- 
siure pro g auf, 10 bis 40°, der normalen fir gleiche Spannungsleistung. 
Auf der anderen Seite wurde aber in diesen Kontrollversuchen in Stick- 
stoff mit 35°, CO, auch dann zwischen 30 und 40 kg Spannungs- 
entwicklung erhalten, wenn keine Milchséure aufgetreten war, so daB 
bei der héchstmoglichen Abspaltung von etwa 2,3 mg H,PO, aus Phos- 
phagen pro g Muskel und einer Muskellange von 38 mm ein Kn »-Wert 
von 50 bis 70 resultiert, der mit demjenigen der Tabelle VII iiberein- 
stimmt. Trotzdem also hinsichtlich der Deutung der Versuche eine 
gewisse Unsicherheit bleibt, tritt die auffallige Tatsache hervor, daB der 
Kmp-Wert bei 33°, CO, durchschnittlich besonders groB ist (68 . 106), 
wenig kleiner als im unvergifteten Muskel, und daB die Gesamtspannungs- 
leistung oft tiber 30 kg pro g betragt. Bei 0 und 63°, CQ, ist dagegen 
das Resultat mit dem Ky», Pr Wert normaler Sartorien insofern gut 
vereinbar, als die Koeffizienten der vergifteten Muskeln weniger als 
halb so groB sind, so daB jedenfalls das Verhaltnis der Koeffizienten 
vergifteter und unvergifteter Muskeln ahnlich wie beim Gastrocnemius 
ist. Eine weitere Aufklarung dieser Verhaltnisse wird in myothermischen 
Versuchen angestrebt, die gleichzeitig von H. Blaschko im hiesigen 
Institut ausgefiihrt werden. 


Wie auch immer die besondere GréBe dieser K,,,-Werte von 
jodessigsdurevergifteten Sartorien besonders bei mittleren CO,-Drucken 
zu deuten ist, so ist sie fiir die manometrischen Versuche des 
folgenden Kapitels von Bedeutung, weil bei diesen Vergiftung und 
Reizung der Muskeln in genau gleicher Weise vorgenommen werden 
und daher die Koeffizienten zur Berechnung dieser Versuche bendtigt 
werden. 


> 


1 Diese Zeitschr. 227, 67, 1930. 











304 O. Meyerhof, W. Mohle u. W. Schulz: 


III. Vergleich von Spannungsleistung und Reaktionsdnderung des Muskv's 


A. Normale Muskeln. 

Die Reizung in den manometrischen Versuchen geschah anfanys 
dreimal, spater viermal pro Minute; bei den normalen Muskeln wurde 
sie meist kurz nach Erreichung des Maximums der Alkalisierung ab- 
gebrochen, in einigen wenigen Fallen auch so lange ausgedehnt, bis dic 
folgende Koblenséureabgabe gerade die anfingliche Kohlensaure. 
aufnahme kompensiert hatte, so daB das Anfangs-py wieder hergeste!lt 
war. Mehrmals wurde gleichzeitig die Phosphagenspaltung gemessen, 
wobei der symmetrische Muskel, der in gleicher Weise vorbehande|t 
war, direkt vor Beginn der Reizung als Anfangswert verarbeitet wuice 
Vor allem interessiert in den Versuchen der Quotient aus Spannungs- 
leistung und Alkalisierung in der ersten Versuchsperiode, und zwai 
auf der steilsten Strecke der Zeitkurve der Kohlenséureaufnahme, wo 
diese fast genau linear verliuft. In diesem Gebiet muB der Verlauf de: 
CO,-Kurve zur Hauptsache durch den Phosphagenzerfall bedingt sein, 
wahrend die allmahliche Kriimmung gegen die Abszissenachse dem 
Nachlassen der bilanzmaBigen Phosphagenspaltung und der Zunahme 
der Milchséurebildung auf Grund der Verschiebung der isometrischen 
Koeffizienten entspricht, schlieBlich die auf das Alkalinitatsmaximum 
folgende Kohlensiureabgabe dem Ermiidungsabschnitt, wo die Bildung 
von Saurevalenzen der Milchsiure die Bildung von Basenvalenzen der 
Kreatinphosphorséure weit iibertrifft. Bei den vergifteten Muskeln 
krimmt sich zwar die Kurve auch gegen die Abszissenachse und wird 
wahrend der Starre voriibergehend horizontal, doch geht hier dieses 
Nachlassen der CO,-Aufnahme mit dem Aufhéren der Spannungs- 
entwicklung parallel. In der Tat bleibt hier iiber den ganzen Verlauf 
bis zur Starre die Geschwindigkeit der Alkalisierung und die Spannungs- 
leistung in der Zeiteinheit proportional. 

Fir normale wie vergiftete Muskeln wurde der isometrische Koeffi- 
zient der CO,-Absorption gebildet : 

K _ g Spannung em Mt 

™CO2 eem CO, 

der mit dem K»,,,-Wert zu vergleichen war. Dies geschah, wie erwahnt, 
bei normalen Muskeln fiir die steilste, geradlinig verlaufende Strecke 
der Alkalisierungskurve, wahrend es bei den Jodessigsiuremuskeln eher 
genauer war, die gesamte Alkalisierung bis zum Eintritt der Starre 
zu benutzen, da hier die Milchsaéure ja nicht beriicksichtigt zu. werden 
braucht. 

Die in jedem Augenblick erfolgende manometrische Druckanderung 
entspricht einer eine gewisse Zeit vorher eingetretenen Alkalisierung 
des Muskels, da der Ausgleich der Kohlensaéure zwischen dem Muske!l- 
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inuern und der Lésung eine gewisse Zeit beansprucht. Es war schon 
in der vorhergehenden Arbeit aus der Diffusionsgeschwindigkeit der 
Kohlenséure im Muskel berechnet, daB in Sartorien von 1 mm Dicke 
(entsprechend etwa 100 mg Feuchtgewicht) sich der Kohlensauregehalt 
des Muskelinnern mit dem umgebenden CO,-Druck in 6 Minuten zu 
etwa 90%, in 12 Minuten zu 99%, ins Gleichgewicht setzen muB. Die 
Ausgleichszeit steigt im Quadrat der Muskeldicke an. Da man in 























~~ a 
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Abb. 3. $ \ 
Kurve der manometrischen Druckanderung bei Reizung nor- dS Ph /, | 
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5 Minuten mit einem praktisch voélligen Ausgleich in den Versuchen 
rechnen kann, léBt sich experimentell bestatigen, indem wahrend des 
steilsten Kurvenverlaufs die Reizung abgebrochen und festgestellt wird, 
in wieviel Minuten die Kurve in diejenige des Ruheverlaufs tibergeht. 
Dies ist nach etwa 5 Minuten der Fall (vgl. auch Abb. 8). Entsprechend 
dauert es auch nach Beginn der Reizung etwa 5 Minuten, bis die Kurve 
ihre giéBte Steilheit eneicht. Im folgenden sind in Abb. 3, 4, 5, 6 je 
eine typische Kurve der Kohlenséurebindung 








fir 5; 16; 33; 63°, CO, in Ringer-Bicarbonat- ms 

” ‘ . =? 
Phosphatlésung fiir normale Muskeln wieder $ \ 
gegeben. Gleichzeitig ist der Verlauf der Ar- + 
beitsleistung in ¥ kg Spannung pro 5 Minuten a | 
, : : 5 
eingetragen. In der Tabelle IX, B sind die s KS | 
Kmoo,-Werte fir den geradlinigen Teil der mw. 
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gibt fiir jedes py an, wieviel Gramm aus Phosphagen abgespalt: 
Phosphorsaéure eine Aufnahme von 1 ccm CO, unter Beriicksichtig 
der CO,-Retention in der Lésung bewirken. Sieht man von der Milc} 
siurebildung ab und setzt voraus, daB die Titrationskurve der 
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gespaltenen Kreatinphosphorséure im Muskel mit der in der Lésung 
bestimmten iibereinstimmt, so laBt sich Kingo,/Kmp fiir die ver- 
schiedenen CQ,-Drucke aus dem Basenaquivalenzfaktor des Phos- 
phagens F berechnen. Eine Ubersicht iiber diesen theoretischen CO,- 
Phosphagenquotienten ist im folgenden gegeben (hierbei ist px"... = 6,26 
angenommen, da die Versuche ja im wesentlichen in Losung stattfanden). 


Tabelle VIII. 
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Fir einen Aquivalenzfaktor 1 ist der CQO,-Phosphagenquotient 
98 g/22400 com = 4,4. 10~%. Um die Korrektur fiir die Milchsaure- 
biidung zu iibersehen, muB der 


m p 


Qm) P _ K... 


my 

beriicksichtigt werden. Da der Aquivalenzfaktor der Milchsaure fir 
den ganzen in Betracht kommenden py-Bereich = 1,0 ist, ware der 
in den Versuchen zu erwartende Wert 

Kuco, 4,4. 10 

= - corr. = " . 

K mp (F i Om), ol 
Dieser wirde sich fiir 100 Zuckungen auf Grund der Durchschnitts 
werte von K,,, und Ky, ergeben: 


fir 5% CO $A. O-* = 5.6.10 
ur w/o VY 2) 93 10 = — oO” 
fir 16°% CO $4. 100 107 
P » 9 = — - . 
‘ ag 2 0.42 — 0,46 
ss 4,4. 10-3 a 
fiir 33% CO, - 37. .10- 
, *0.6 — 0,48 
: 4,.4.10-3 
fir 63% CO, = 10,5. 10 


2 0.73 — 0,31 


Beriicksichtigt man also die Milchsaiurebildung, so sollte bei 5°, 
und in geringerem Umfang bei 16°, CO,, von vornherein ein positiver 
Druck auftreten, da der Quotient negativ ist, erst bei 33 und 63% CO, 
ware der Anfangsdruck deutlich negativ. Dies stimmt aber nicht mit 
der wirklichen Beobachtung tiberein. Man mu8 vielmehr, um eine 
Ubereinstimmung zwischen Rechnung und Versuch zu erzielen, die 
durch die Milchséurebildung bewirkte Aziditétszunahme vernach- 
lassigen. Wenn man nur denisometrischen Koeffizienten des Phosphagen- 
zerfalls beriicksichtigt und fingiert, daB keine Milchséure aufgetreten 
ware, dann stimmen die theoretischen Keo, /Kmp- Quotienten mit 
den wirklich gefundenen recht gut iiberein. Das gilt besonders, wenn, 
wie in Tabelle 1X, B, Spalte a der unmittelbar bestimmte Phosphagen- 
zerfall zugrunde gelegt ist, aber auch noch, wenn wie in Spalte b, der 
Durchschnittswert des Knp benutzt wird. Ein dhnliches Resultat 
war schon in der Arbeit von Lipmann und Meyerhof gefunden (vgl. 
Tabelle I und III der Arbeit), doch wurde seinerzeit hierauf weniger 
Gewicht gelegt. 


Man kénnte, zur Erklarung dieser Erscheinung zunachst daran 
denken, daB die Milchséure im Muskel in Gestalt einer neutralen Vor- 
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stufe entstiinde (Methylglyoxal?) und sich erst im Laufe von et wa 
20 Minuten in die Saure umwandelt. Diese Vermutung laBt sich abe 
dadurch widerlegen, daB dann nach dem erreichten Alkalinitits. 
maximum eine Aziditatszunahme auch erfolgen miBte, wenn die Reizing 
in diesem Moment abgebrochen wird. Das geschieht aber nicht. Hort 
man mit der Reizung kurz vor oder beim Alkalinitétsmaximum auf, so 
ist der anschlieBende Verlauf der Kohlenséurebindungskurve genau so 
wie beim Ruheversuch. Wenn z. B. das Alkalinitétsmaximum noch 
nicht voll erreicht ist, kommt es weiterhin stundenlang zu einer lang- 
samen Kohlensdéureaufnahme, wahrend bei Fortsetzung der Reizung 
schon nach wenigen Minuten die Kurve scharf umkehren wiirde. Hort 
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Ss Abb. 7. 
= 700 \ — Beschreibung wie Abb. 3, aber 
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man mit der Reizung gerade im Maximum auf, so verliuft jetzt die 
Kurve langere Zeit genau parallel zur Abszissenachse. Eine nach- 
trdgliche Saurebildung findet also nicht statt (vgl. Abb. 7). Auch die 
Deutung ist wenig wahrscheinlich, daB durch die neu entstehenden 
Spaltprodukte die Aktivitat und Léslichkeit der Kohlensaure so stark 
verandert wirden, da hierdurch eine starkere CO,-Aufnahme erfolgte, 
als der jeweiligen Bildung von Basenaquivalenten entsprache, indem 
die Anderung des Pk'co, bereits eine Neuaufnahme von Kohlensaure 
bedingte. Diese Aktivitatsinderung wiirde derjenigen entgegengesetzt 
sein, die wir in Kapitel I als Folge der Anwesenheit von Phosphat und 
anderen Puffersubstanzen kennengelernt hatten. Da die Pufferung 
bei der Ermiidung im Muskel] zunimmt, ist kaum anzunehmen, dak 
hierdurch der p,-Wert sich wieder verkleinern sollte. Auch wird 
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juch Zusatz von Milchséure und Kreatin zum Serum-Phosphat modell 
lie Aktivitét der Kohlenséure nicht merklich geandert. Es bleibt 
lanach nur die Méglichkeit, daB im Muskel mehr Basenaquivalente 
entstehen, als bisher beriicksichtigt wurde. Die Ammoniakbildung, die 
aur etwa '/;) Aquivalent der gleichzeitig entstehenden Milchsaure aus- 
macht, kann hierfiir nur eine untergeordnete Rolle spielen. Selbst wenn 
nach der Annahme Embdens wahrend der Kontraktion eine gréBere 
NH,-Abspaltung vor sich ginge, die dann zum Teil reversibel ware, 
«0 wurde auch dies auf die hier beobachtete Alkalisierung ohne EintluB 
vin, da ja dafiir nur die bilanzmaBige Alkalizunahme in Betracht 
kommt. Méglich ist, daB die Dissoziationskurve der Kreatinphosphor- 
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\ Abb. 8. 

\Z Erklirung wie Abb.3, aber 
\ 1 33 %g COg in Ng. Der Ver- 
such ist fortgesetzt, bis die 
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siure im Muskel etwas anders verléuft als in der Lésung und weiter- 
hin, daB die Kreatinphosphorséure sich noch in héherer Bindung be- 
findet, bei deren Zerfall zusiatzliche Baseniquivalente frei wiirden. 
Deren Aquivalenzfaktor miBte weniger stark vom pg abhangen, denn 
es ergibt sich aus der Tabelle TX, daB unter Beriicksichtigung der 
Milchséurebildung die Abweichung zwischen Rechnung und Beobachtung 
bei niederen CO,-Drucken gréBer ist als bei hohen. 

In einigen Versuchen wurde die Reizung fortgesetzt, bis die CO,-Ab- 
gabe die CO,-Aufnahme kompensiert hatte (vgl. Abb. 8). Berechnet 
man fiir den zweiten Kurvenabschnitt das Verhaltnis 


Enoo, _ g Milchsaure 


K., em® CO, 
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unter Vernachlassigung der Phosphagenspaltung, so erhalt man \\. 


die nicht weit von dem theoretischen Quotienten (4. 10~%) entiern) 
sind. Fir 33% Kohlensiure ergab sich unter Zugrundelegung eines! 


Km, von 150.10® einmal ein Quotient von 9.10~* (entsprechend 
dem Versuch Abb. 8), in einem zweiten Versuch 3,3 . 10~3; in 60° Cv, 
wo der Km,-Wert wahrscheinlich kleiner ist, ergab sich, wenn man 
ihn zu 100. 10° annimmt, in einem Versuch 4,9.10~%. Da ja hie 
noch eine weitere, wenn auch nicht betraichtliche Spaltung der Kreatin- 
phosphorsaure erfolgt, so ist offenbar die gefundene Aziditatszunahm: 
nicht geringer, als man erwarten mu, andererseits aber auch nicht 
deutlich vergréBert. Von der Berechnung weicht somit eigentlich nu 
der erste Kurvenabschnitt bis zur Erreichung des Maximums ab 
{[DaB in einigen Versuchen der Arbeit von Lipmann und Meyerhoj 
(l.c. Tabelle VII) die Basen- und Saureaquivalente bei der Erreichung 
der Abszissenachse annahernd itibereinstimmten, liegt wohl daran, dai 
wihrend des steilen Verlaufs der Alkalisierungskurve nur etwa !/; von 
der bis zum Schnittpunkt der Abszissenachse im ganzen gebildeten 
Milchsaéure auftreten kann. Dies fallt aber schon in die Schwankungs- 
breite solcher kombinierter Versuche. ] 


B. Jodessigsauremuskeln. 


Die Durchfiihrung und Berechnung der Versuche bei den Jodessig- 
siuremuskeln weicht in einigen Punkten von den vorhergehenden ab 
Gelegentlich wurde hier der Muskel im Gasraum gereizt, um die nach- 
tidgliche Alkalisierung im AnschluB an die Starre zu vermeiden 
(s. Abb. 12), doch wurden alle spiteren Versuche in Fliissigkeit aus- 





gefiihrt, weil die Arbeitsleistung besser ist und die Kohlenséureaufnahme | 
bis zum Eintritt der Starre dadurch nicht beeinfluBt wird. Die Be- | 


rechnung der Kohlensaéurebindung ist stets nur bis zum Eintritt der 


Starre vorgenommen. Dieser Zeitpunkt ist bei der CO,-Bindungskurve 
ausgezeichnet durch eine deutliche Kriimmung zur Abszissenachse, die | 


gleich darauf in einen neuen Abstieg umbiegt. Dieser zweite Abstieg 
kommt beim Aufenthalt des Muskels im Gasraum bald zum Stillstand, 
offenbar wenn eine homogene Verteilung der Elektrolyte im Muske! 


4 





selbst eingetreten ist, schreitet dagegen in Fliissigkeit mehrere Stunden | 


lang fort. Auf die Erklarung dieser Erscheinung ist schon oben ein- 
gegangen worden. 

Die chemischen Vorgange, die beim vollig vergifteten Jodessig- 
siuremuskel fiir die Anderung des Basen-Sauregleichgewichts in Be- 
tracht zu ziehen sind, sind erstens Spaltung der Kreatinphosphorsaure 
zweitens Veresterung des frei werdenden Phosphats, von dem ?/, zu 
Hexosediphosphorsiure und 1/3 zu Hexosemonophosphorséure werden 





na di 
eitige 
Der Ad 
lerselk 
gq 7,0 
liphos 
utstel 
chub 
er A 
Apma 
Korrel 
yorhat 
sartor 
les di 
gleich 
gespal 
lurch 


Pyrop 


| aufger 


A 


sierun, 


00,-D 


bei no 
laB di 
Vergif 


Fh event 


die gl 
ist. 
Janua 
1: 15¢ 
verwa 
Jahre: 
noch 1 
stimm 
daB a 
sufgel 
L 


Phosp 


us T 
Nun f 
siurel 
groB y 
viel B 


Bios 








Werte 
ntiernt 
g eines 
echend 
fy CO, 
n man 


ja hier 
reatin- 
nahm« 
Y nicht 
ch nur 
ns ab 
eyerhot 
ichung 
n, daf 
ls von 
ildeten 
kungs- 


lessig- 
en ab 
nach- 
neiden 
t aus- 


yahme | 


ie Be- 
tt der 
kurve 
e, clie 
bstieg 
stand, 
luskel 
unden 
n ein- 


essig- 
1 Be- 
aure 





é, 





Reaktionsanderung des Muskels usw. 313 


al drittens die Aufspaltung des Adenylpyrophosphats unter gleich- 
eitigem Freiwerden von 2 Mol o-Phosphat und 1 Mol Ammoniak. 


' ber Aquivalenzfaktor fiir die Spaltung der Kreatinphosphorsaure ist 


ierselbe wie oben; fiir die Hexosephosphorsdurespaltung ist er zwischen 

7,5 und px 6 ziemlich unabhaingig von der Reaktion, fiir Hexose- 
iphosphorsdure 0,25, fir Hexosemonophosphorsaure 0,35; fur das hier 
utstehende Gemisch ist er zu 0,28 angenommen. Der geringe Uber- 
vhuB der gebildeten Basenaquivalente uber die Saéureaquivalente bei 
er Aufspaltung des Adenylpyrophosphats, der in der Arbeit von 
ipmann und Meyerhof genauer berechnet wurde, kommt nur als 
Korrektur in Betracht, zumal bis zum Starreeintritt nur etwa ?/, de1 
vorhandenen Menge gespalten werden. Da die benutzten kleinen 
sartorien nicht gestatteten, dies mit zu bestimmen, wurde die Abnahme 
les direkt bestimmbaren Phosphats einfach der veresterten Menge 
gleichgesetzt und vernachlassigt, daB ein Teil der Veresterung aus auf- 
gespaltenem Pyrophosphat stammt. Es ist dabei also die Alkalisigrung 
lurch die Ammoniakabspaltung gegen die bei der Abspaltung der 
Pyrophosphorséuregruppe und Wiederveresterung erfolgende Sauerung 


| aufgerechnet. 


Auch bei den Jodessigsiuremuskeln ist die beobachtete Alkali- 
sierung im allgemeinen gr6oBer als die berechnete, besonders bei niederen 
(O,-Drucken. Der Unterschied erscheint allerdings etwas kleiner als 
bei normalen Muskeln, immerhin ist auch hier der Einwand zu machen, 
laB die Vergiftung zum Teil unvollstandig gewesen sein kann, da die 


' Vergiftungszeit meist nur 50 Minuten betrug und in diesen Fallen noch 


eventuell eine Milchséurebildung, die bis zu 40°, der normalen fiir 
die gleiche Spannungsleistung betragen kénnte, in Abzug zu bringen 
ist. Aus diesem Grunde wurden einige Erganzungsversuche im 
Januar 1932 gemacht, bei denen Jodessigsiurekonzentrationen von 
1: 15000 und 1: 12000 und Vergiftungsdauern von 70 bis 80 Minuten 
verwandt wurden, nachdem sich herausgestellt hatte, daB man in dieser 
Jahreszeit die Milchsiurebildung nur so mit einer gewissen (aber auch 
noch nicht vollstaéndigen) Sicherheit ausschlieBen konnte. Das Resultat 
stimmte mit dem bisherigen tiberein, woraus man wohl schlieBen darf, 
daB auch in der Mehrzah! der friiheren Versuche die Milchsaéurebildung 
ufgehoben gewesen ist. 
Der Quotient King, ; 
Phosphatabspaltung aus Phosphagen beriicksichtigt ist), ist, wie man 
us Tabelle X sieht, im allgemeinen gréBer als im normalen Muskel. 
Nun findet ja im jodessigsdurevergifteten Muskel an Stelle der Milch- 
saurebildung eine Sauerung durch die Veresterung statt, die ebenso 
groB werden kann wie durch Milchsaurebildung, da drei- bis viermal so- 
viel Hexosephosphorséuremolekiile entstehen, als fiir die gleiche Span- 


Kn» (wo fiir Km) wieder ausschlieBlich die 
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Reizung von jodessigsiure- 
vergifteten Muskeln in Rin- 
ger-Bicarbonat-Phosphatlsg. 
bis zur Starre. Beschreibung 
wie Abb. 3. Auferdem ist 
ganz unten der Verlauf der 
Starrespannung in kg pro g 
Muskel aufgetragen, wWih- 
rend wie in den vorherigen 
Abbildungen die nach oben 
gezeichneten Rechtecke die 
Spannungsentwicklung pro g 
Muskel angeben. Der In- 
flexionspunkt der CO,-Kurve 
beim Starremaximum ist mit 


einem Pfeil bezeichnet. 5 “/y 
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Wie Abb. 9, aber 16%) CO, 
in No. 


O. Meyerhot, W. Mohle u. 


W.. Schulz: 


nungsleistung im unvergifteten Muskel Mj 
sdure auftritt. Da andererseits der Phosphag 
zerfall gegeniiber dem normalen Muske] st 
vermehrt sein sollte, so miBte, bezogen 
diesen Zerfall, die gleichzeitige Bildung 
Sauredquivalenten geringer sein als dort. \ 


ist ja aber, wie schon oben erwahnt, der Unte 


schied der K,,,,-Werte besonders bei 33°, Cv, 


nicht so groB, wie erwartet. Obendrein sind di: 
Schwankungen so betrachtlich, daB es schwer i 

allgemeine Folgerungen zu ziehen. 
man auch hier, da®B die gesamte Spannungs 


leistung bis zur Starre nur unter Zugrunde- 
legung eines K  ,-Wertes von 50 bis 100. lo! 


méglich ist, da ja der praéformierte Phosphage: 
gehalt nicht iiber 1,7 mg P,O,; gelegen sein kann 


In den letzten Spalten der Tabelle X ist der be- 


rechnete und gefundene BaseniiberschuB mit 


‘Spanriung/ 5h 
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Wie Abb. 9, aber 33 COg in Ng. Der Vers 
ist linger fortgesetzt, um die steile COQ,-A 
nahme nach der Starre in Fliissigkeit zu zeig 
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Mi = . 
einander verglichen. Nimmt man an, daB auch hier noch bis zu 0,2 mg 
lag sa a 
Milchsaure pro g Muskel entstehen kénnten, so waren von den be- 
echneten Basenaquivalenten noch 0,22.10~° Saureaquivalente ab- 
n t : _ > Ono 
muziehen. Dann wiirde der gefundene BaseniiberschuB bei 5, 16, 33%, 
r 
. CO, noch gréBer, wahrend bei 63°, CO, Versuch und Rechnung genau 
a ibereinstimmten. 
nt 
o Uo a \ 
rd «Lic 


sieht ] ] - , 
lungs ‘ \ s 
unde- ' \ re 
& (6 > 50; , 

l 3 ~| | 
age! S 
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Abb. 12 = Abb. 13 
Wie Abb. 8, aber 33 °/,9 CO g in Ne Reizung $ Wie Abb. & aber 
im Gasraum ohne Fliissigkeit. Nach der Starre = 33 0 CO, in 
nimmt die CO ,-Aufnahme nur noch wenig zu. , Fliissigkeit. 


In den Abb. 9, 10, 11, 13 sind einige typische Kurven fiir die Reizung 
der Jodessigsauremuskeln unter verschiedenen CQ,-Drucken in Fliissig- 


\ keit, Nr. 12 im Gasraum wiedergegeben. Die Berechnung des Quotienten 
King y,/Km, ist fiir den ganzen Verlauf der CO,-Kurve bis zur Starre 


durchgefiihrt, da hier Spannung und Kohlenséureaufnahme proportional 
bleiben. DaB die an die Starre anschlieBende Kohlenséureaufnahme auf 
die Herausdiffusion fixer Puffersubstanzen zuriickzufiihren ist, laBt 
sich unmittelbar dadurch zeigen, daB ein im Gasraum bis zur Starre 
gereizter Muskel, nachdem er mit dem auberen Kohlensauredruck ins 
Gleichgewicht gesetzt ist und im Gasraum keine Kohlenséure mehr auf- 


nimmt, mit Ringer-Bicarbonatlésung tiberspiilt wird. Dann setzt so- 
gleich eine neue CO,-Aufnahme ein, die in 63°, Kohlensaure und bei 
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den benutzten Bicarbonat- und Phosphatkonzentrationen 120 
150 ccm CQ, pro g Muskel betragen kann. Durch héheren Bicarbo, 
und Phosphatzusatz hatte sich die AuBenlésung so modifizieren lass 
daB sie mit dem starren Jodessigsiuremuskel gerade isohydrisch s 
wide, doch hatte dann zur Erzielung héherer H’-Konzentrationen de 
CQ,-Druck noch viel mehr erhéht werden miissen. 

Es ergibt sich danach auch fiir den Jodessigséuremuskel, dal} \« 
allem bei niederen CO,-Drucken mehr Basenadquivalente entstehc) 
als nach der Rechnung zu erwarten ist ; so daB die schon bei dem normale) 
Muskel diskutierte Erklarungsméglichkeit dafiir durch die Versuche mit 
Jodessigsiuremuskeln ebenfalls gestiitzt erscheint. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die bei der Tatigkeit des Muske|s 
unter verschiedenen CO,-Drucken auftretende Reaktionsanderung mit 
der Spannungsleistung verglichen. Hierzu diente die Beobachtung de: 
CO,-Aufnahme von Sartorien in Kohlensaéure-Stickstoffgemischen wn 
gleichzeitige Registrierung der Spannungsentwicklung. 

1. Das Muskelgewebe ist unter einem gegebenen CO,- Druck niclit 
isohydrisch mit einer Ringerlésung von gleichem Gehalt an HCO, 
Die Abweichung von der Hasselbalchschen Gleichung mu8 auf Anderung 
des px’,,,-Wertes durch die vorhandenen Puffersubstanzen, Phosphat 
und EKiweib, bezogen werden und 1aBt sich in einem Serum-Phosphat- 
modell nachahmen. 

2. Die starke CO,-Aufnahme jodessigsiurestarrer Muskeln ii 
Ringer-Bicarbonatlésung bei héherem CO,-Druck beruht auf Heraus 
diffusion der Puffersubstanzen in die umgebende Lésung. Die Ver- 
dinnung derselben hat eine VergréBerung der cy. zur Folge, die 2 
Kohlensaureaufnahme fiihrt. Hier ist also die Kohlenséureaufnahn« 
nicht durch eine Stoffwechselreaktion bedingt. Bis zum Starreeintritt 
ist jedoch der Muskel fiir diese Puffersubstanzen undurchiassig. 

3. Auf Grund der Bestimmung der Kn p> und Kn,-Werte in 
normalen Sartorien fiir 100 Einzelzuckungen ergibt sich beim Vergleic! 
von Alkalisierung, Spannungsleistung und Phosphagenzerfall, daB di 
Alkalisierung gréBer ist als der berechnete BaseniiberschuB. In dem 
zweiten Abschnitt, der Aziditaétszunahme, stimmen dagegen Milch- 
siurebildung und CO,-Abgabe ziemlich gut iiberein. 

4. Bei jodessigsaurevergifteten Muskeln, bei denen es infolge des 
Ausbleibens der Milchséurebildung nur zu einer Alkalisierung kommt 
ist im allgemeinen die Alkalisierung auch gréBer als berechnet, doch 
ist der Unterschied geringer als im normalen Muskel. 
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Uber den Tiatigkeitsstoffwechsel in kohlenhydratarmen 
Kaltbliitermuskeln. 


Von 
Ch. L. Gemmill’. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortsetzung der Untersuchungen 
us diesem Institut iiber den anaeroben und aeroben Verbrauch des 
Kohlenhydrats bei der Tatigkeit des Kaltblitermuskels dar. Dab 
bei UberschuB von Kohlenhydrat dieses bei der Tatigkeit nahezu allein 
oxydiert wird, hatte sich in Bestatigung alterer Arbeiten® ebenso un- 
zweifelhaft ergeben wie auf der anderen Seite die Feststellung, dal} dei 
durch Insulinkrampfe an Kohlenhydrat verarmte Muskel einen ge- 
wissen Teil der aeroben Arbeitsleistung durch Oxydation von Nicht- 
kohlenhydrat bestreiten kann®. Weniger sicher war in diesen Fallen 
die Energetik der anaeroben Arbeitsleistung. In einigen Fallen war 
der isometrische Koeffizient der Milchsaiure bei niederem Kohlen- 
hydratgehalt ungewohnlich groB*, aber die schwere Reproduzierbarkeit 
so niedriger Kohlenhydratwerte im Froschmuskel und die groben 
Schwankungen in diesen Versuchen gestatteten doch keinen sicheren 
SchluB darauf, daB hier Arbeit in ahnlicher Weise ohne Beteiligung der 
Kohlenhydratspaltung geleistet wurde, wie etwa im jodessigsaure- 
vergifteten Muskel. Insbesondere war kein erhéhter Zerfall des Phos- 
phagens festzustellen gewesen. 

Ich habe deshalb auf Vorschlag und unter Leitung von Herrn 
O. Meyerhof weitere Versuche in dieser Richtung angestellt. Dabei 


! Associate in Physiology, Johns Hopkins Medical School, Baltimore. 
2 O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 185, 11, 1920. 
3 S§. Ochoa, diese Zeitschr. 227, 116, 1930. 


* Derselbe, a. a. O. 
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war die Hauptaufgabe die, zu untersuchen, ob bei fortgesetzter anae; 
Arbeitsleistung kleiner Sartorien in Ringerphosphatlésung, we 
gebildete Milchsaure in die umgebende Lésung iibertritt, ebenso Ja), 
Arbeit geieistet werden kann, wie Kohlenhydrat zur Verfiigung st«\it 
und ob der isometrische Koeffizient der Milchsiure bei kohlenhyd 
armen Muskeln derselbe bleibt wie bei kohlenhydratreichen. \\ 

er hier viel groBer sein sollte, muBte gefragt werden, was an Stelle de) 
Kohlenhydratspaltung die Energie liefern k6nnte. Um dasselbe Problen 
an Gastrocnemien zu untersuchen, bedurfte es von vornherein ciis 
erheblich niedrigeren Kohlenhydratgehalts, da aus dem Gastrocnemins 
auch in Ringerlésung nur ein geringer Teil der Milchsiure wabrend ce 
Tatigkeitsperiode herausdiffundieren kann. Infolgedessen kann hic) 
die Frage einer etwaigen Arbeitsleistung ohne Beteiligung des Kohlen 
hydrats nur untersucht werden, wenn die pidformierte Menge desse|ben 
geringer ist als das normale Ermiidungsmaximum der Milchsaui 
Dann aber ist es zweckmabiger, diese Versuche tiberhaupt im Gasiaun 
anzustellen, so daB alle Milchsaure im Muskel verbleibt. 

SchlieBlich lieBen sich auch die friiheren Versuche in Sauerstoff 
dahin erginzen, daB der respiratorische Quotient unter Bedingungen 
gemessen wurde, unter denen bei der Arbeitsleistung andere Stoff 
neben Kohlenhydrat oxydiert werden. Wenn er sich deutlich ver- 
kleinerte, so wirde das fiir eine Mitbeteiligung der Fettoxydation an 
der Energielieferung sprechen. 


I. Anaerobe Ermiidung von Sartorien in Ringerphosphatlésung. 

Die Versuche dieses Abschnittes beruhten auf der Feststellung 
von Hill und Kupalov!, daB Sartorien von 0,04 bis 0,10 g Gewicht bei 
vier bis fiinf maximalen isometrischen Einzelzuckungen pro Minuté 
6 bis 8 Stunden lang tatig sein und hierbei eine Spannungsleistung 
produzieren kénnen, die einer durchschnittlichen Milchsaiurebildung 
von 0,7°% (zwischen 1,05 und 0,56°%) entspricht, wenn man einen 
K,,,-Wert von 100 zugrunde legt. Unter Hinzurechnung des Ruhe- 
stoffwechsels ergibt sich dann eine Milchsdiurebildung von 0,87°, 
Da die Spannungsleistung durch Zusatz von Glucose zur Ringerlésung 
vermehrt wurde bis zu einer theoretischen Milchsaéwebildung von 
1,22%, so lag der Gedanke nahe, daB bei dieser Art der Reizung das 
praformierte Kohlenhydrat vollstandig erschéptt wurde. 

Da in meinen Versuchen die Milchséure direkt chemisch bestimmt 
werden sollte, benutzte ich etwas gréBere Muskeln, zwischen 0,06 und 
0,13 g, und verwendete ferner gleichzeitig beide Sartorien fiir die 
Reizung, wahrend der Anfangsmilchséuregehalt im Triceps femoris 


? Proc. Roy. Soc. B. 105, 313, 1929. 
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einer Seite, der Anfangskohlenhydiatgehalt im Triceps der anderen 
Seite bestimmt wurde. Der Milchsaéure- und Kohlenhydratgehalt 
verschiedener Portionen der Oberschenkelmuskeln stimmt geniigend 
genau uberein, zumal bei der groBen Milchsaurebildung in der Versuchs- 
zeit geringe Schwankungen des Anfangsgehalts ohne Bedeutung sind. 
Die Fixierung der beiden Muskeln im GefaB wurde so eingerichtet, 
daB sich die beiden Muskeln nicht beriihren konnten, um eine groBe 
Diffusionsoberflache zu geben. Entsprechend imer gréBeren Dicke 
yegeniiber den Versuchen der englischen Autoren wurde nur dieimal 
pro Minute gereizt, so daB die Gleichgewichtskonzentration der Milch- 
saure im Muskel etwa dieselbe war wie in deren Versuchen. 


Ve rsuchsausfiih rund. 


Zwei Sartorien wurden mit dem Beckenende an dem Muskelhebel 
befestigt und mit ihren Sehnen an Silberelektroden gebunden. durch die 
sie in der Ringerphosphatlésung bis zur vollstaéndigen Ermiidung gereizt 
wurden. Die Ringerphosphatlésung, die aus doppelt destilliertem Wasser 
hergestellt war, enthielt einen Zusatz von 10 cem m/10 Na,H PO, und 
4cem n/10 HCl zu 86 ccm Ringer. Der Nickelhalter, an dem die Elektroden 
befestigt waren, war stark mit Bakelit isoliert, der Stickstoff wurde durch 
ein Schottsches Glasfilter in den Boden des GefiBes eingelassen. Die Ver- 
suche wurden in einem Raum fiir konstante Temperaturen bei 10° (+ 1°) 
gemacht, die SchlieBungsschlage wurden abgeblendet und die Offnungs- 
schlage auf gerade maximale Starke eingerichtet. 

Die Bestimmung des Kohlenhydrats in dem einen Triceps geschah 
genau nach den Angaben von O. Meyerhof', die Milchsaéurebestimmung 
in der in diesem Institut iiblichen Weise. 

In der Gesamtlésung von 50 bis 60 ccm Ringer wurde stets eine 
Doppelbestimmung der Milchséure ausgefiihrt. Nachdem die Muskeln 
ermiidet waren, wurden sie fiir sich in je 5cem eiskalter, 2°.iger Salz- 
siure zerrieben und 5°, iges Sublimat zugesetzt. Die gleiche Menge Salz- 
siure und Sublimat wurde zu der Ringerphosphatlésung gegeben und dann 
beide Lésungen vereinigt. 

Die Insulinfrésche wurden vorbereitet durch Injektion von 5 Ein 
heiten von Insulin Schering* jeden dritten Tag, bis sie schwere Krampf- 
anfalle hatten. wobei manche Frésche vier bis fiinf derartige Behandlungen 
durchmachten. 

In der Serie, die in Tabelle 1 wiedergegeben ist, wurde gew6bnlicher 
Bombenstickstoff zur Heistelliung der Anaerobicse benutzt. Dieser 
enthielt, wie nachtraglich festgestellt wurde, 0,5°, Sauerstoff. Wahrend 
bei schnellerer Reizung ein durch diesen Sauerstoffgehalt veranlaBter 
Fehler unbetrachtlich ist, ist dies bei der langsamen, hier angewandten 
Reizung nicht mehr der Fall. Vielmehr kann man, unter Zugrunde- 


1 Diese Zeitschr. 237. 427, 1931. 

? Herrn Professor Schoeller, Forschungslaboratorium der Firma 
Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin, danke ich verbindlichst fiir die Uber- 
lassung einer gr6Beren Menge von Insulin. 
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legung der benutzten MuskelgréBen sowie der bei gleicher Reizfrequenz 

| vélliger Sauerstoffsattigung gemessenen AtmungsgroBe, aus den 
Formeln fiir die Diffusion des Sauerstoffs in planen Gewebsschnitten 
berechnen?, daB durch einen Gehalt von 0,5°%, Sauerstoff 15 bis 20°, 
des Muskelvolumens zur Atmung befahigt werden. Infolgedessen wird 
det Km,-Wert um ein Finftel zu groB, weil ein Teil der Spannung 
ohne entsprechende Milchsaurebildung entwickelt wird. Aus diesem 
Grunde wurde noch eine zweite Serie (Tabelle Ll) ausgefiihrt. Die 
Versuche der Tabelle I sind daher zur Berechnung der absoluten Ky, ,- 
Werte nicht verwendbar, sondern nur zum Vergleich der bei hohem 
und niederem Kohlenhydratgehalt erhaltenen Koeffizienten. 
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Abb. 1 
Proportionalitat von Milchsiurebildung und isometrischer Leistung bei totaler Ermiid 
von Sartorien in Ringerphosphatlisung 


ing 


Ordinate: Produkt von kg Spannung und cm Muskellange pro g Muskel fiir die Summe der 
Spannungshiibe 


Abszisse Milchs&ure 
Kurve I: Versuch in ungereinigtem Stickstoff (Tabelle I). Alle Muskeln bis zur kompletten 
Ermiidung gereizt. % normale Muskeln Insulinmuskeln 
Kurve II: Versuch in sauerstofffreiem Stickstoff (Tabelle Il). Normale Muskeln, zum Tei 
nicht bis zur villigen Ermiidung gereizt e@ — @ normale Muskeln 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; A.V. Hill, Proc. Roy. 
Soc. B. 104, 39. 1928: vgl. auch O. Meyerhof, Chemische Vorgiéinge im 
Muskel, S. 5ff. Berlin, J. Springer, 1930. 
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Auch bei ausgiebiger Insulinbehandlung war es nur in einem 
der Falle méglich, einen Anfangskohlenhydratgehalt von unter 0,4 
zu erzielen. In diesen Fallen ist auch die Spannungsleistung mic ist 
gering, so da der Parallelismus zwischen der Milchséurebildung 
Spannungsleistung, wie man besonders aus der Kurve | in Abb. | 
sieht, tiber den ganzen Bereich erhalten geblieben ist. Nur in eincm 
einzigen Versuch, Nr. 19, ist praktisch keine Milchséure aufgetrete) 
Doch beweist ein einzelner derartiger Versuch natirlich wenig, zuma 
hier der Anfangsmilchséuregehalt hoch war (0,055°%,). Um den Anfangs 
milchsawregehalt zu verringern, wurde in den Versuchen 15, 16 und Is 
das Sartoriuspraparat 30 Minuten lang in sauerstoffgesattigte Ringe 
losung gehangt, wodurch in der Tat die gesamte Anfangsmilchsaéur 
vollstandig verschwand. Die Milchséurebildung war aber in diesen 
Fallen deutlich gréBer als der im Oberschenkel bestimmte Kohlen 
hydratanfangsgehalt, weil bei dieser Sauerstoffvorbehandlung jedenfal|s 
das Kohlenhydrat durch Resynthese vermehit wird. Da unter gleichen 
Umstanden auch das Phosphagen synthetisiert wird, sind hier di 
Bedingungen am ginstigsten, um Arbeitsleistung ohne Beteiligung 
von Kohlenhydrat zu erhalten. Indessen sind die relativen K»,,-Wert 
nicht so weit erhéht, daB ein sicherer Unterschied gegeniiber den kohlen- 
hydratreicheren Muskeln erkennbar ist. Da alle Versuche dieser Serit 
bis zur volligen Ermiidung durchgefiihrt worden sind, ergibt sich, dai 
die Arbeitsleistung sogar meist noch eher aufgehért hat, als das ganze 
zur Verfigung stehende Kohlenhydrat erschépft ist. 


In der zweiten Serie wurde zur Durchstiémung Stickstoff de: 
Osramwerke benutzt, der bei der gasanalytischen Priifung unter 0,02' 
Sauerstoff ergab. In einigen Fallen wurde auch dieser noch tbe: 
gliihendes Kupfer geleitet. Tatsachlich erhielt man jetzt einen K, 
Wert, der im Durchschnitt um 20°, kleiner war, namlich 114,5 . 10° 
und der ebenfalls zwischen 0,4 und 1,2°, Milchsaéure véilig konstant 
war. QObendrein wurde hier noch eine gréBere Milchsiureausbeute 
erzielt, namlich bis 1,25°, Milchsaure, so daB das praformierte Kohlen- 
hydrat hier so gut wie erschépft sein muBte. In dieser Serie wurde nu 
ein Sartorius fiir die Reizung verwendet und der andere zur Bestimmung 
des Anfangsgehalts an Milchsdure verarbeitet. In einigen Fallen gescha)h 
die VerarLeitung vor Beginn des Anaerobioseversuchs. Dann wurde 
der Ruheverbrauch an Milchséwe unter Zugrundelegung einer stiind- 
lichen Bildung von 0,005°%, Milchséure (fiir 10°) berechnet und von 
der Gesamtmilchséurebildung abgezogen, ehe der Km ,-Wert aus- 


gerechnet wurde. In anderen Fallen wurde der ruhende Muskel ebenso 
lange anaerob gehalten wie der Tatigkeitsmuske] und beide gleic! 
zeitig verarbeitet. 
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Tahe lle az. 


niidung normaler Sartorien in Ringerphosphatlosung mit vollig sauerstoft- 
freiem Stickstoff. Temperatur 10°. Reizfrequenz 3 pro Minute. 








e 2 
& 5 - - a) 
= = 2 s i E = 
= = = 3 xs <= 
g m kg kg .cm 
1931 
17. XII. R.temp. 0,170 4,0 1890 51,06 1210 1,25 0,06 103 
oi Mam i. - 0160 4,2 1890 43,30 1140 0,98 0,06 124 
Dt BRE. I . 0138 39 1570 =37,20 1050 0,92 0.05 120 
4 18. X17. || . . 0128 4,1 1450 33,60 1080 1,01 0.05 111 
Pi Si. ae lle e 0.163 3,9 665 20,50 490 0.367 = |- 133 
f at, mau |! » * 0.216 4,1 500 20,30 385 0,339 114 
1932 
7 wm Li. r 0,191 3 885 , 28,85 574 «0,541 106 
Bi we Fil; “ | 0,157 | 38 885 29.30 710 0,674 105 


Durechschnitt: 1145 


Die Versuche sind in Tabelle IT und auf Kurve 2 der Abb 1 dar- 
gestellt. Der durch restierenden Sauerstoff noch bedingte Fehler 
kann hier héchstens 3°, des AKm,-Wertes ausmachen. In der Tat 
stimmt der Koeffizient genau mit dem friiher bei rascher Reizung 
des Sartorius gefundenen iiberein!. Wird allerdings der Muskel nicht 
bis zu weitgehender Ermiidung gereizt, sondern nur durch 100 Einzel- 
schlage, so ist der K,,,-Wert betrachtlich gréBer. Derartige Versuche 
sind in der vorangehenden Arbeit von O. Meyerhof mitgeteilt. Der 
mittlere Wert des Ky», ergibt sich hier zu 206 . 10° in Ringerphosphat 
mit reinem N, oder mit N, + 5°, CQ,. 

Wenn die Uberlegungen zutreffen, wonach sich die Energie fiir 
die anaerobe Arbeitsleistung bilanzmaBig aus der Summe der jeweiligen 
Spaltung von Kohlenhydrat und Phosphagen ergibt, so ist zu erwarten, 
daB bei gleicher Spannungsleistung um so mehr Phosphagen zerfallt, 
je weniger Kohlenhydrat gespalten wird und vice versa. Die Versuche 
des voranstehenden Abschnittes bieten eine Gelegenheit, dies zu unter- 
suchen, denn hier wurde pro Gramm Muskel ein Spannungslangen- 
produkt von gut 1000 kg . cm geleistet und 10 mg Milchsaure produziert, 
wihrend der gesamte Phosphagenvorrat nur héchstens 2,2 mg H,PO, 
entspricht. Infolgedessen ergibt sich hier ein K»y,,-Wert, der etwa 
viermal so groB ist als der der Milchséure. Wenn man einen Sartorius 
im Gasraum anaerob ermiidet, so ist, je nach der Jahreszeit, die Hohe 


1 Z. B. P. Rothschild, diese Zeitschr. 222, 21, 1930. 
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Milchsaure 


des Ermiidungsmaximums zwischen 0,25 und 0,5°% 
legen, bei Versuchen im Winter mit den von mir benutzten Temporar ic; 
lag es bei 0,3 bis 0,35°,. Dann ist gleichzeitig auch das Phospha, 
zerfallen. Es wurde deshalb gepriift, ob Sartorien, die in Ringerphosphat 
losung gereizt werden, nach einer entsprechenden Spannungsleistu 
die 0,35°, Milchsaure entspricht, das sind 100 bis 120 kg pro Gramn 
ebenfalls kein Phosphagen mehr enthalten. Das war aber doch de; 
Fall. Der Gehalt betrug pro Gramm nach 600 Reizen (3 Stunde: 
20 Minuten) und etwa 130 kg Spannungsleistung (480 kg .em) noc! 
0,87 mg Hg PO,, so daB sich beim mittleren Anfangsgehalt an Phosphage: 
ein Ky, ,-Wert von etwa 400 . 108 berechnet. Der symmetrische Musk: 
leistete in den folgenden 3!/, Stunden noch weitere Spannung bis » 
einem Gesamtbetrag von 206 kg pro Gramm, wobei das Phosphage: 
auf 0,26 mg H, PO, fiel, also immer noch nicht ganz verschwunden wai 
Fiir diesen Abschnitt berechnet sich ein Kn» von 445. 108. Das Phos 
phagen in einem Muskel, dessen Milchsdéure in die umgebende Lésuny 
entweichen kann, zerfallt also bei der Reizung langsamer bzw. wird 
vollstandiger anaerob resynthetisiert, so da man umgekehrt den rasche: 
Anfangszerfall der itiberwiegenden Menge des Phosphagens bei in 
Gasraum gereizten Muskeln auf die Anhaéufung der Milchséure beziehe: 
wird. Im Gasraum sollte dann bei kleinerem Km, der Km,-Wert 
groBer sein. Nach einigen Versuchen scheint dies in der Tat der Fa! 
zu sein, indem sich bei Ermiidung im Gasraum unter Bildung von 
0,287 und 0,263 °, Milchsaéure Km,-Werte von 188. 10° und 156 . 10)! 
ergeben. Auch hier wurde vollig sauerstofffreier Stickstoff benutzt 
der obendrein uber gliihendes Kupfer geleitet war. 


II. Ermiidung von Gastroenemien in gasférmigem Stickstoff. 


Bei Gastrocnemien ist es nicht méglich, den Anstieg der Milchsaéur 
im Innern bei der Tatigkeit zu verhindern. Es ist deshalb hier an 
zweckmaBigsten, die Ermiidung im Gasraum vorzunehmen.  Unte: 
diesen Umstanden kann nur das Ermiidungsmaximum der Milchséur: 
von etwa 0,3°% erreicht werden, und eine anaerobe Arbeitsleistung aus 
anderer Quelle als Kohlenhydrat kénnte nur dann feststellbar sein 
wenn der Kohlenhydratgehalt unter 03°, gelegen ist. Das war nu 
in sehr wenigen Fallen (zwei von acht Insulinversuchen) der Fall. Di 
Benutzung der Gastrocnemien bietet den Vorteil, daB gleichzeitig 
Milchséure und Phosphagenumsatz bestimmt werden kann. 


Ein Gastrocnemius wurde an einem isometrischen Muskelhebel | 
festigt und in Stickstoff mit 25 Offnungsschlagen pro Minute gereizt. Nac! 
der Ermiidung wurde der Muskel in fliissiger Luft gefroren und in 2 Teil: 
gespalten, von denen der eine fiir die Milchséure-, der andere fiir Phosphager 
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stimmung diente. Auf dieselbe Weise wurde der Ruhemuskel verarbeitet. 
Ler Kohlenhydratanfangswert wurde auch hier am Triceps femoris bestimmt. 
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Das Ergebnis ist sehr ahnlich wie das mit Sartorien erhaltene. In 
den beiden Fallen allerniedrigsten Kohlenhydratgehalts ist auch keine 
Milchséurebildung feststellbar gewesen. Hier wiirden bei normalen 
K»,-Werten die zu erwartenden Ausschlage auBerhalb der Fehler- 
grenze liegen. So betrug z. B. der Anfangsgehalt an Milchsaéure in 
Versuch 10 mit 0,07°, Kohlenhydrat 0,012°,, der Endgehalt 0,018 °,. 
Bei normalem Mittelwert des Kn, von 140. 10® hatte der Endgehalt 
0,075°, betragen miissen. Eine solche Differenz liegt weit auBerhalb 
der Fehlergrenze, und eine Milchsiwebildung dieses Umfangs wire 


bei einem Kohlenhydratgehalt von 0,07°, unmédglich. In Versuch 9 
ist die zu erwartende Differenz geringer. Hier war Anfangs- und End- 
gehalt 0,045°,,, wahrend bei einem normalen Km,-Wert eine Zubildung 


von 0,02°%, zu erwarten gewesen ware. Auch in Versuch 8 ist der K,,,- 
Wert abnorm hoch. Hier betrug der Anfangsgehalt 0,04°,, der End- 
gehalt 0,089 °, 


anderen Seite ist aber keine Verkleinerung des K »,,-Wertes in diesen 


,» wahrend er 0,16°, hatte betragen miissen. Auf der 
Fallen ersichtlich. Es erscheint nicht ausgeschlossen, daB ver- 
mittelst von Oxydoreduktionen eine gewisse Energiemenge mobilisiert 
werden kénnte, indem z. B. durch Reduktion von Glutathion oder 
Cytochrom Milchsaéwe zu Brenztraubensiure oxydiert wiirde. Leider 
ist die Versuchszahl nicht geniigend und die Erreichung des niedersten 
Kohlenhydratgehalts mit dem mir zur Verfiigung stehenden Frosch- 
material so schwierig, daB eine sichere Entscheidung der Frage auf 
Grund dieser Versuche nicht méglich erscheint. 


III. Respiratorischer Quotient von Sartorien. 
Dab der respiratorische Quotient (r. Q.) bei UberschuB an Kohlen 
hydrat = 1 ist, ist wiederholt gezeigt worden; es entspricht dies 
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de: fast ausschlieBlichen Oxydation von Kohlenhydrat. Anderer- 
seiis lieB sich bei Insulinmuskeln, deren Kohlenhydratgehalt unter 
0,3°% sank, zeigen, daB ein Teil der fiir die Tatigkeit aufgewendeten 
Energie aus anderer Quelle stammen muBte. Dies hatte sich am r. Q. 
pemerkbar machen miissen, wenn an Stelle dessen eine Fettoxydation 
eintreten sollte, dagegen nicht bei EiweiBoxydation, denn bei dieser 
ist ohne Harnstoffbildung der r. Q. 0,95 und kann innerhalb der Ge- 
nauigkeit der manometrischen Bestimmung nicht sicher vom r. Q. 1,0 
unterschieden werden. 

Neben sechs Normalversuchen wurden sieben Versuche an Muskeln 
nach Insulinvergiftung ausgefiihrt. Zweimal war der Anfangskohlen- 
hydratgehalt so niedrig (0,15 und 0,16°,), daB der gréBere Teil der 
Energie fiir die Spannungsleistung nicht mehr aus Kohlenhydrat 
stammen konnte, und in zwei weiteren Fallen war er wenigstens soweit 
herabgesetzt (0,34 und 0,35°,), daB mindestens ein gewisser Teil der 
Arbeit auf solchem Wege geleistet sein diirfte. Der Mittelwert des 
r. Q. in diesen vier Versuchen ist 0,956. Das Mittel der gesamten Reihe 
der Insulinversuche ist 0,953, der Mittelwert der sechs Normalversuche 
0.978. Ob der Unterschied zwischen den Normalversuchen und den 
Insulinversuchen rea] ist, kann bei der beschrankten Genauigkeit 
nicht sicher behauptet werden. Jedenfalls wiirde er dann nur fiir die 
Oxydation von EiweiB sprechen, wihrend Fettoxydation nicht wesentlich 
beteiligt sein kénnte. 

Gleichzeitig gestatten die Versuche auch, den  isometrischen 
Koeffizienten des Sauerstoffs (Kno, ) zu bestimmen, der bisher nur 
an Gastrocnemien und Semimembranosi gemessen war. Er ergab 
sich in Normalversuchen zu 522, in Insulinversuchen zu 947. Legt 
man den Km,-Wert von 115 zugrunde, so entspricht ein Km, -Wert 
von 522 einem Oxydationsquotienten 

Milchsaure im ganzen verschwunden 
Milchsaureaquivalente oxydiert 
von 4,85, was genau mit dem direkt gefundenen Wert ubereinstimmt. 
Der Kmo -Wert der Insulinversuche ergibt sich allerdings reichlich 
hoch und wiirde einem Oxydationsquotienten von 8,6 entsprechen. 
Insbesondere bei den Versuchen 10 und 14 ist eine ungewéhnlich groBe 
Spannung entwickelt. 

Die Methode war praktisch dieselbe wie die von Meyerhof und Schmitt’, 
jedoch wurde der Muskel an den Platinhebe] montiert, der in der voran- 
gehenden Arbeit von O. Meyerhof, Méhle und Schulz* beschrieben ist 


1 Diese Zeitschr. 208, 445, 1929. 
2 Ebendaselbst 246, 287, 1932. 
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{ die Spannung in der dort angegebenen Weise registriert. Der 
Sartorius wurde nach Befestigung am Hebel in sauerstoffgesattigte 
Ringerlésung fiir 15 Minuten eingehangt, um die Milchsaurekonzentration 
auf ein Minimum herabzudriicken. Dann wurde der Glasschliff, an dem 
er befestigt ist, in das ManometergefaB eingesetzt, 2ecm Ringer- 
phosphatlésung eingefillt und Sauerstoff durchgeleitet. Das GlasgefaB 
unterschied sich von dem in der voranstehenden Arbeit abgebildeten 
durch einen verzweigten Anhang, wie er nach O. Meyerhof und Schmitt 
fir die Kohlenséurebestimmungen gebraucht wird. In den kleineren, 
etwas héher liegenden Teil kamen 0,2 ccm 2 mol. Citronensiéure, in den 
groBeren 0,2 bis 0,3 cem n/10 carbonatfreies Ba(OH),. Die Versuche 
wurden bei 15° ausgefiihrt. Der symmetrische Sartorius wurde in ein 
gewOhnliches AtmungsgefaB nach Meyerhof und Schmitt getan und 
diente zur Bestimmung der praformierten Kohlensiure. Der Versuchs- 
muskel wurde viermal pro Minute mit maximalen Offnungsschlaigen 
gereizt. Der Verlauf der Spannung wurde alle 1/, Stunde abgelesen 
und daraus die gesamte Spannung berechnet. Naheres ist aus der 
Jabelle IV ersichtlich. 

In Versuch 10, 11 und 12 wurde 1 Stunde vor Tétung des Frosches 
| mg Adrenalin eingespritzt in der Hoffnung, dadurch den Glykogen- 
gehalt des Muskels noch weiter zu erniedrigen. 


Zusammenfassung. 


Auch bei Erniedrigung des Kohlenhydratgehalts (durch Insulin- 
krampfe) sind die isometrischen Koeffizienten der Milchséurebildung 
von Sartorien nicht wesentlich gréBer als bei h6herem Kohlenhydrat- 
gehalt und bleiben zwischen 0,8 und 0,1°% Milchséure konstant. In 
ginzlich sauerstofffreiem Stickstoff betragt dieser Koeffizient 114,5. 108. 
Abnliches gilt fiir im Gasraum gereizte Gastrocnemien mit erniedrigtem 
Kohlenhydratgehalt und einer Milchsaurebildung zwischen 0,1 und 0,3 °%. 
Bei allerniedrigstem Kohlenhydratgehalt wird allerdings in einzelnen 
Fallen Arbeit ohne entsprechende Milchsaéurebildung geleistet, ohne 
daB scheinbar der Phosphagenzerfall gesteigert ist. Da die Reproduzier- 
barkeit dieser Versuche schwierig ist, muB es dahingestellt bleiben, ob 
in diesen Fallen eine gewisse Arbeit aus anderen Energiequellen, z. B. 
Oxydoreduktionsvorgangen auf Grund praformierter Wasserstoff- 
akzeptoren geleistet werden kann. 

Der respiratorische Quotient fiir die Tatigkeitsatmung kohlen- 
hydratarmer Muskeln ist nicht meBbar verkleinert, er betrug im Durch- 
schnitt 0,95, dagegen 0,98 bei normalen Muskeln. Es scheint danach 
eine wesentliche Beteiligung der Oxydation von Fett hier nicht statt- 
zufinden. 
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Die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hefe und ihre 
biochemischen Wirkungen. 


Von 
Fritz Windisch. 
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Das Zuriickgreifen auf die einfachen Formen der Lebenserschei- 
nungen (Hefen, Bakterien, Schimmelpilze) hat wesentlich die Er- 
kenntnis komplizierterer Stoffwechselvorgange geférdert und wert- 
volle Parallelen und Analogien zur allgemeinen Physiologie der Lebens- 
vorgiange geliefert. Nach Oppenheimer! unterliegt es keinem Zweifel, 
daB der Zusammenkang zwischen Aerobiose und Anaerobiose bei Tier 
und héherer Pflanze grundsatzlich in gleicher Weise besteht wie bei den 
Hefen, womit die Einheit der prinzipalen Lebensvorgange in der ge- 
samten belebten Natur verwirklicht wate. Den starksten Stiitzpunkt 
fir diese Anschauung bilden C. Neubergs? fermentchemische, mit 
quantitativer Methodik erbrachten Befunde, aus denen man eine 
Wechselbeziehung zwischen anoxybiontischem und oxybiontischem 
Zuckerabbau ableiten kann. Bei Sauerstoffmangel wird namlich das 
in Methylglyoxalhydrat gespaltene Hexosemolekiil durch intraoxy- 
dierende Wirkung in Brenztraubensaéure und dann in CO, ibergefiihrt, 
wahrend der Alkohol durch intrareduktive Umwandlung des intermedidr 
entstandenen Acetaldehyds — Aufnahme des in Freiheit gesetzten H, 

- entsteht. 

Rein biologisch betrachtet projiziert sich das ganze Stoffwechsel- 
problem auf die einzige groBe Fiage, ob Gegenwart oder Abwesenheit 
von Sauerstoff mit Bezug auf die einzelne, isoliert gedachte Zelle einen 
bestimmten Typus der Energiegewinnung (Atmung, Garung) hervor- 
zurufen bzw. dessen Auftreten zu begiinstigen vermag. 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1567— 1568, 
1608— 1613, Leipzig 1926. 
2 C. Neuberg, diese Zeitschr. 1910— 1931. 
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Bekanntlich gingen von Pasteur? die ersten fruchtbaren Anregu: 
in dieser Richtung aus, indem er zeigte, daB Mucorineen, welch 
freier Luft eine absolut aerobe Existenz fiihren, bei Sauerstoffma; 
die bekannten SproBformen der Hefe bilden und alkoholische Gary 
bewirken, daB also bei diesen Organismen tatsachlich intramolekula;; 
Zuckerabbau als ,,conséquence de la vie sans air“ statthat. Die | 
kehrung dieses Satzes, daB sich bei reichlicher Sauerstoffzufuhr «iy, 
uberwiegend oxydativer Zuckerabbau als ,,conséquence de la vie are 
air‘ vollziehe, versuchte Pasteur vergeblich, an den typischen Garunys. 
erregern, den Brauereihefen, darzutun. 


Alle alteren mit Pasteurs Ideen beschaftigten Untersuchungen 
(Giltay und Aberson®, A. J. Brown®, H. Buchner und R. Rapp4, v. Chu- 
diakow®, W. Pfeffer®), die zu widersprechendsten Angaben iiber be. 
gunstigung, Nichtbeeinflussung oder Schadigung der alkoholischen 
Garung durch Sauerstoffanwesenheit gefiihrt haben, beruhen auf 
SchluBfolgerungen, die vielfach aus Versuchen mit biologisch nic/it 
einwandfreiem Material und aus dem gravimetrischen Indiz der C0, 
Abnahme im Gargut gewonnen sind; vor allem ist die Frage nach der 
Sauerstoffwirkung aut die Zellatmung, d.h. auf die Intensivierung ces 
oxydativen Zuckerabbaues, stets unberiicksichtigt geblieben. Selbst 
unter den modernen Stoffwechselarbeiten existiert nur eine einziy: 
kurze Veréffentlichung von O. Warburg’, in welcher von einer Beein 
flussung der Hefezellatmung durch besondere LiiftungsmaBnahmen 
berichtet ist. Unter ganz neuen Gesichtspunkten gelangten F. Hayduck 
und Hf. Haehn® in einer grundlegenden Arbeit iiber das ,,Problem de1 
Zymasebildung in der Hefe‘ zu iibereinstimmenden Ergebnissen mit 
den biologischen SchluBfolgerungen Pasteurs. Das Wesentliche und 
Fortschrittliche in der Hayduck-Haehnschen Versuchsgestaltung ist 
darin zu erblicken, daB diese Autoren im Gegensatz zu der bisherigen 
Art der mikrobiologischen Methodik dazu tibergingen, den EinfluB ganz 
bestimmter Ziichtungsbedingungen — nicht nur momentan einwirkende: 


Faktoren — auf den jeweiligen Stoffwechseltypus ihrer Versuchshete 
zu studieren. Allerdings vermieden Hayduck und Haehn bei ihren 


Zymasebildungsversuchen die Benutzung von Kulturhefen, die s+ 
infolge biotechnischer Hochziichtung auf Géarleistung fiir enzymatisc! 


' L. Pasteur, Etudes sur la biére. Paris 1876, und zwar S§. 252. 
Giltay u. Aberson, Jahrb. f. wiss. Bot. 26, 543, 1894. 

A.J. Brown, J. of Chem. Ac. 61, 369, 1892. 

H. Buchner u. R. Rapp, Zeitschr. f. Biol. 37, 82, 1899. 

N. v. Chudiakow, PreuB. landw. Jahrb. 28, 391, 1894. 

W. Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 566, Leipzig 1897. 

O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 350, 1927. 

F. Hayduck u. H. Haehn, ebendaselbst 128, 567, 1922. 
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iuberspeichert hielten; sie gingen vielmehr von einer wilden Hefe aus, 
einer Torulaart, welche nur mit einer sehr schwachen Garkraft begabt 
war. Es gelang, bei dieser wilden Hefe durch Lutthungerziichtung eine 
so betrachtliche Zymaseanreicherung zu erzielen, daB sogar die Trieb- 
kraft einiger gebrauchlicher Backerhefen tibertroffen wurde. 

In einer darauf folgenden Untersuchung! iiber die ,,Beziehungen 
zwischen oxybiontischem und anoxybiontischem Stoffwechsel der 
Kulturhefen konnte Verfasser dann zeigen, daB auch bei Kulturhefen 
noch eine weitere Erhéhung der Garungsintensitat durch Gewéhnungs- 
zuchtung unter Géarungskohlensaéuredruck erreichbar ist. An Hand 
von vergleichenden Garkraftbestimmungen im Eudiometer von normal 
und unter CQ,-Spundung (CQ,-Eigendruck) geziichteten Hefen be- 
statigte sich bei Aussaat der gleichen Zellenzahl die Steigerungsfahigkeit 
des Gaérungsvermégens im CQO,-Milieu. Instruktiv war das Ergebnis, 
das die taglichen mikroskopischen Nachpriifungen ergaben. Es traten 
bei aerober, halbanaerober und anaerober Ziichtung in morphologischer 
Beziehung wesentliche Unterschiede zutage, welche nicht nur wissen- 
schaftlich neue Erwiagungen veranlaBt, sondern in technischer Hinsicht 
zu praktischen Konsequenzen gefiihrt haben. 

Mit den erzielten Feststellungen war also damals bereits gezeigt 
worden, da auch bei den Kulturhefen, den typischen Erregern der 
alkoholischen Garung, eine noch weitergehende Umstimmung auf an- 
oxybiontischen Energiegewinn als ,,conséquence de la vie sans air‘ im 
Pasteurschen Sinne nachweisbar ist. Gleichzeitig erwuchs aber die 
Notwendigkeit, die Stoffwechselverhaltnisse bei diesen umgestimmten 
Organismen naher zu studieren, wahrend andererseits zu entscheiden 
war, ob der entgegengesetzte Effekt (Liftung) eine Intensivierung der 
Atmung als ,,conséquence de la vie avec air“ zu bewirken vermag. 

Die quantitative Bestimmung der Atmungs- und Gérungsintensi- 
titen wurde erst in neuester Zeit in eleganter Weise erméglicht durch 
die von Warburg physikalisch fundierte manometrische Mikromethode 
nach Haldane und Barcroft®, welche auf der Messung auftretender 
Gasdruckverinderungen beruht. Mit Hilfe der Gasgesetze werden 
aus den Drucken die entstandenen (CQ,)- oder verschwundenen (Q,)- 
Gasmengen berechnet. Warburg hat mit dieser Apparatur seine be- 
kannten Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Carcinomzelle 
durchgefiihrt, wihrend Meyerho/* einige Zeit spaiter auf der gleichen 
methodischen Basis diese Stoffwechselverhaltnisse der Hefen studierte. 


' F. Windisch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 88, 1928. 
2 O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924; 164, 481, 
1925. 


8 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 43, 1925. 
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In vorliegender Arbeit ist zum ersten Male die Messung von Atn 
und Garung auf makrometrischem Wege erfolgt, und zwar sind im e1 
Teil der Veréffentlichung die Atmungs- und GarungsgréBen der 
schiedenartigen Hefenrassen — Bierhefen, Brennereihefen, Backer. 
hefen, Weinhefen, wilde Hefen — makrometrisch ermittelt word:,: 
besondere Beachtung wurde dabei der Heranziichtung des Hefe, 
materials unter ganz bestimmten biologischen Absichten und de 
exakten Einhaltung konstanter Versuchsbedingungen geschenkt. [1 
AnschluB hieran ist in einem zweiten Teil die Wirkung vélliger Anacr 
biose auf den Zuwachs an Zellen und deren morphologische Beschaffey. 
heit untersucht worden. 

I. Bestimmung der Atmungs- und Girungsintensitaten verschiedener Hefen- 
rassen mit Hilfe der makrometrisechen Methodik. 


A. Herfiihrung des Hefematerials. 

Besondere Aufmerksamkeit wurde der physiologischen Beschaffen- 
heit der jeweils zum Versuch verwendeten Hefen gewidmet. Di 
Eignung der einzelligen Organismen als Testmaterial ist gerade daraut 
zurickzufiihren, daB diese Lebewesen gegen dubere Einwirkungen 
auBerordentlich reaktionsfahig sind. Viele Unstimmigkeiten und 
widersprechende Angaben in alteren, aber auch in neueren Arbeiten 
finden darin ihre Erklérung, daB man die ,,Hefe‘‘, ohne sie naher zu 
kennzeichnen, wie ein chemisches Reagens und nicht wie ein auBerst 
empfindliches Lebewesen behandelte. Es ist auch mit biologischen 
Grundsatzen nicht vereinbar, die ,,Hefe‘‘ aus irgendeinem Betriebe in 
abgepreBter Form zu beziehen und nunmehr diesen ,,unbiographischen* 
Organismus nach beliebig langer Aufbewahrung wnmittelbar der Ein- 
wirkung bestimmter biologischer Faktoren auszusetzen. 

Ziichtungsart, Generationsdauer, Aufbewahrungsmethodik, Alter, 
biologische Beschaffenheit kénnen fiir die biochemischen Wirkungen 
der Hete von entscheidender Bedeutung sein. In einer groBen Reihe 
von Arbeiten’ ist die Beeintrichtigung des Testmaterials und damit 
auch der Versuchsresultate durch derartige auBere Faktoren vor Augen 
gefiihrt worden. Schon die Form und Materialart der GargefaiBe, die 
Hohe des Raumes zwischen Substratoberflache und oberem Rand des 
GefaBes (Partialdruck), die bessere oder schlechtere Méglichkeit des 
CO,-Abzuges bzw. O,-Zutritts (Art des GefaBverschlusses) diuften 
nicht belanglos sein. LieBen bereits Wiirzegirungen, bei denen eine 
weitgehende Regenerierung des Hefematerials durch optimale Nalr- 


1 Eine Zusammenstellung von Arbeiten iiber diesen Gegenstand findet 
sich bei M. Delbriick und F. Hayduck, Die Garungsfiihrung in Brauerei, 
Brennerei und PreBhefefabrik, Berlin 1911. 
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) dingungen und Zuwachs an jungen Zellen stattfindet, eine wesentliche 
\bhangigkeit von der Erfillung der genannten Beachtlichkeiten er- 
kennen, so sind Garversuche ohne Zellzuwachs in reiner Zuckerlésung 
als noch weit empfindlicher anzusprechen. 

Fir vorliegende Untersuchungen wurde ein méglichst vielseitiges 
Hefematerial einbezogen: acht Arten von untergirigen Bierhefen, 
acht obergaérige Bierhefen, zwei Brennereihefen, zwei Backerhefen, 
funf Sorten von Weinhefen und die wilde Hefe Torula utilis. Jede 
in ihrer Entwicklungsweise genau definierte Hefe wurde unter beab- 
sichtigten (z. B. aeroben, halbanaeroben oder anaeroben) Verhiltnissen 
geziichtet und alsdann sofort nach erfolgter Ernte auf ihre Atmungs- 
und Gérungsintensitat bei Sauerstoffgegenwart bzw. -abwesenheit 
geprift. 

Alle zur Untersuchung gelangenden Hefen sind nach festgelegten 
Grundsatzen reingeziichtet worden. Als Nahrlésung diente in der 
Hauptsache 12°%,ige helle, gehopfte Bierwirze. In einem besonderen 
Falle (Torula utilis) wurde 12° ,ige Bierwiize unter Zusatz von 5% 
Traubenzucker bzw. Melasselésung verwendet, welche in 5 Litern 
28gradigem Wasser 100g Melasse, 10g Ammoniumsulfat, 12g Super- 
phosphat in Gestalt eines wasserigen filtrierten Auszuges und 0,5 g 
Ammoniumsulfat enthielt. 

Zur Herfiihrung des Hefematerials unter halbanaeroben, d. h. unter 
den ublichen Bedingungen bei ungehindertem Luftzutritt, dienten 1-Liter- 
EinheitsgargefaBe (Philipps-Becher) mit 3/, Liter Nahrfliissigkeits- 
inhalt, welche, wie iiblich, an drei aufeinanderfolgenden Tagen in 
strémendem Dampf sterilisiert worden waren. Die mit dem Gargut 
beschickten GefaBe wurden mit einer gleichmaBig diinnen alkohol- 
befeuchteten Gazewatte tiberdeckt, nachdem Hals und oberer Rand 
des GargefaBes mittels Alkohol entkeimt worden war. Nach ent- 
sprechend langer Kulturzeit, wie spaiter noch im einzelnen angegeben 
ist, waren die halbanaerob geziichteten Hefen versuchsfertig. 

Die Ziichtung unter anaeroben Verhaltnissen erfolgte mit Hilfe 
des Spundungsverfahrens, d.h. einer Garung unter CO,-Eigendruck, 
der sich beliebig regulieren 1aBt und in allen vorliegenden Fallen auf 
0,5 atii eingestellt wurde!. 

Die Spundapparate wurden unter Einhaltung steriler Be- 
dingungen an 1-Liter-Enghalsflaschen angeschlossen. Da die Hefen 
erst an die neuen biologischen Bedingungen unter Garungskohlensaure- 
druck gew6hnt werden miissen, war eine Ziichtung in mehreren Genera- 


! Es hat sich gezeigt, daB die Héhe des Druckes innerhalb bestimmter 
Grenzen ohne Einflu8 fiir das Wachstum und die biologische Beschaffenheit 
der Hefe ist. (Wochenschr. f. Brauerei 45, 277, 1928, und zwar $8. 305.) 
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tionen erforderlich. Dabei wurde so vorgegangen, daB die Hefen 
einer Gartemperatur von 8° 11 Tage, bei einer Gartemperatur von |) 
8 Tage in der Garfliissigkeit blieben, um nach jeder Fiihrung erst 
Ruhe zu gelangen und dabei ,,auszureifen; bei zu schnellem Weit: 
impfen degenerieren die Hefen sehr bald. Nach eingehaltener Ruhefris 
im abgegorenen Garmedium wurde die Hefenernte dann jedesmal mit 
2,0 Zellen pro Volumeneinheit (0,0005cmm), und zwar drei Genera 
tionen lang, weitergefiihrt, um hierauf nach erneuter Aussaat mit 
2,0 Zellen pro Volumeneinheit bereits am fiinften Tage (8°) bzw. dritte) 
Tage (15°) zur Versuchsanstellung gewonnen zu werden. 


i 


Die im Liiftungsverfahren zu ziichtende Hefe gelangte entwede: 
nach einmaliger oder mehrmaliger 1]4stiindiger steriler Beliiftung un 
mittelbar zur Priifung. Im letzteren Falle stand die Hefe zwischen 
jeder Liiftungsvornahme 24 Stunden auf Ruhe, um alsdann wieder 21 
einer weiteren Generation mit 2,0 Zellen pro Volumeneinheit zur neuen 
Liftungsziichtung angesetzt zu werden. 

Keine der Hefen wurde direkt nach Uberimpfung aus der Reinzucht- 
sammlung! zur Ziichtung des Versuchsmaterials angesetzt, sondern 
erst nach zwei Fiihrungen (im 1-Liter-GargeféB; Aussaat 2,0 Zellen 
pro Volumeneinheit) zur Heranziichtung fiir Priifungszwecke benutzt 
Es hat sich namlich in Ubereinstimmung mit bekannten Betriebs- 
erfahrungen ergeben, da eine neugeziichtete Hefe erst im Verlau! 
von einigen Fiihrungen ihre optimalen Stoffwechselkrafte entfaltet 
Bei untergarigen Brauereihefen erwiesen sich fiinftaégige Kulturen (s" 
im Falle von halbanaerober und anaerober Ziichtung bei einer Aussaat 
von 2,0 Zellen pro Volumeneinheit zur Erzielung iibereinstimmende: 
Girungs- und Atmungsmessungen als am vorteilhaftesten?. Sowol! 
die in der Nahrlésung suspendierten als die am Boden abgesetzten 
Zellen wurden als Versuchsmaterial geerntet. Samtliche Brauerei- 
oberhefen, Weinhefen, Brennerei- und Backereihefen, die bei 15° mit 
einer Aussaat von 2,0 Zellen pro Volumeneinheit geziichtet wurden 
kamen bei anaerober sowie halbanaerober Herfiihrung nach drei 
tagiger Kultur in ihrer Gesamternte (Decken-, Boden- und schwebende 
Hefe) zur Versuchsanstellung. Die wilde Hefe Torula utilis wurde im 


' An dieser Stelle sei Herrn Dipl.-Ing. M. Glaubitz besonders gedankt. 
welcher mich laufend mit Organismenmaterial aus der Reinzuchtsammlung 
des Instituts fiir Garungsgewerbe versorgte und mich durch biologisch: 
Nachpriifungen in meiner Arbeit wesentlich unterstiitzte. 

2 In einer inzwischen erschienenen Arbeit von K. Trautwein und 
J. Wassermann, diese Zeitschr. 229, 128, 1930, wurden dreitégige Kulturen 
von Unter- und Oberhefen, die bei 22° geziichtet waren, fiir am giinstigste: 
zur Atmungsmessung erachtet; Verfasser gewannen ihre Hefen, indem si 
das Bier abgossen und nur den iibriggebliebenen Bodensatz verwendete: 
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acroben Versuch sowohl in der beschriebenen Melasselésung als auch 
in Bierwirze unter Traubenzuckerzusatz herangeziichtet Zur Vor- 
nihme der anaeroben Priifungen wurde die Torulahefe 8 Tage lang 
bei 15° in 12° iger Bierwirze + 5°, Traubenzucker unter 0,5 atii in 
einer Reihe von gespundeten 1-Liter-Enghalsflaschen belassen 

Unmittelbar vor dem Ansetzen zur makrometrischen Bestimmung 
wurde das zu priifende Hefematerial durch Zentrifugieren aus der 
Nahrlésung gewonnen, darauf in seiner Gesamtheit dreimal kurz auf 
der Zentrifuge mit steriler 0,75°,iger Monokalium-Phosphatlésung 
gewaschen, auf der Nutsche in samtlichen Versuchen mdglichst gleich- 
artig abgepreBt und in dieser stets gleichartigen biologischen Beschaffen- 
heit in jedem Falle sofort zum Versuch angesetzt. 

Bei allen verwendeten Rassen wurden die erforderlichen biologi- 
schen Kontrollen vorgenommen, wie sie in der technischen Betriebs- 
kontrolle iiblich sind’. Im Falle einer auftretenden Infektion wurde 
der gesamte Versuch verworfen und von neuem angesetzt. 


B. Analytische Methodik. 

Um die einzelne isoliert gedachte Hefezelle zu den gemessenen 
energetischen Stoffwechselleistungen in Beziehung setzen zu kénnen, 
muBte die Zellenzah] der zum Versuch angesetzten abgepreBten Hefe- 
menge ermittelt werden. Die Umrechnung der gemessenen CO,- und 
0,-Werte auf das Hefetrockengewicht fiihrt zu falschen Schliissen 
beziiglich der Leistung der einzelnen Zelle, da die Hefen in ihrer Zell- 
groBe sehr verschieden sind und ein sehr abweichendes Adsorptions- 
vermégen fiir Substratbestandteile besitzen, mit denen sich die Zell- 
oberflachen je nach den Versuchsbedingungen mehr oder weniger 
beladen. 

Da aber bei ein und derselben Hefe ein proportionales Verhaltnis 
zwischen der Zellmasse und der Zellenzahl besteht, wurden zur Kontrolle 
der Zahlungen gleichzeitig Trockengewichtsbestimmungen der Hefen 
vorgenommen. Hierzu wurde, um eine gleichmaBige Verteilung der 
abgepreBten Hefe im Wageglaschen zu erreichen, die entnommene 
Menge vor der Trocknung in destilliertem Wasser suspendiert. Die 
Trocknung erfolgte bei 105° im Trockenschrank. 

Die Zellenzah] pro Volumeneinheit (0,0005cmm) bezieht sich in 
dieser Arbeit stets auf die in ] Liter angesiuertem Wasser suspendierte 
Menge von | g abgepreBter Hefe. Das Auszaihlen wurde mit Hilfe der 
Zeissschen Zahlkammer bewerkstelligt, welche einen Rauminhalt pro 
Zahiquadrat von 0,00025 qmm Flache x2 mm Hohe gleich 0,0005 cmm 


1 P. Lindner, Mikroskopische und biologische Betriebskontrolle in 
den Gaérungsgewerben, VI. Aufl. Berlin 1930. 
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. 


besitzt. Im Gegensatz zu anderweitigen Erfahrungen erwies sic} 


Vornahme des Auszahlens bei sorgfaltiger Handhabung wiederum 4), 


auBerordentlich zuverlassige quantitative Methodik. Es muB zugege| 
werden, daB zur Beherrschung der Zahlmethodik wie zu jeder ana): 
schen Ausfiihrung eine gewisse Einarbeitung gehort, und daB eine stor, 
einheitliche Durchfiihrung des Zahlens, wie sie Henneberg! vorschrei\)t 
unbedingt zu beachten ist. Fir vorliegende Ermittlungen der Ze]|«; 
zahlen wurden stets mehrere parallele Suspensionslésungen zum Aus 
zihlen angesetzt, wobei auf die homogene Verteilung der Hefe ci) 
besonderes Augenmerk gerichtet wurde. AuBerdem gelangten in alley 
Fallen mindestens je fiinf Praparate zur Auszablung?. 

Es bleibt noch der Einwand zu erwagen, ob die Anwendung 
variierender Hefemassen bei gleichem Substratvolumen auch in iiber. 
einstimmender Proportion zu den _ tatsachlichen  physiologischer, 
Leistungen der Hefen steht. Bekanntlich ergeben sich bei betrachit- 
lichen Unterschieden in der aufgewendeten Hefemenge bei gleichem 
Substratvolumen Versuchsfehler. Bei den vorliegend vorkommende) 
geringfiigigen Abweichungen in der Trockensubstanzmenge waren bei 
Umrechnung der ermittelten Werte auf das durchschnittliche Trocken- 
gewicht von 0,275 g bei Anwendung von | g PreBhefe keine wesentlichen 
Beeintrachtigungen der Resultate (vgl. hierzu Abschnitt E, f) zu kon- 
statieren. 


C. Apparatur zur makrometrischen Bestimmung der Atmungs- und 
Gdrungsintensitdten. 


Zur Erlauterung der nachfolgend verwendeten Makroapparatur fi 
Atmungs- und Géarungsmessungen diene Abb.1: durch die genaue 
Bezeichnung der einzelnen Teile diirfte die apparative Anordnung ohn 
weiteres verstandlich sein. 

Als inertes Gas zur Durchwaschung der Apparatur — vor, bei und 
nach dem Versuch — wurde in allen Fallen Stickstoff benutzt, der durch: 
Leiten tiber glihende Kupferspiralen von den letzten Spuren QO, befreit 
ist. Es empfiehlt sich, als Verbrennungsrohre beiderseitig mit Schliffen 
versehene Quarzréhren zu verwenden; Gummiverbindungen kénnen 
leicht beim HeiBwerden infolge Bildung von fliichtigen Zersetzungs- 


' W. Henneberg, Garungsbiologisches Praktikum, 8. 174/175. Berlin 
1909. 

2 Die von Henneberg empfohlene Anzahl von Auszahlungen erwies 
sich fiir ganz exakte Feststellungen nicht als ausreichend. Es ist aucli 
darauf zu achten, daB unmittelbar nach Befiillen der Kammer das Deck 
glaschen sofort iibergeschoben und fest aufgepreBt wird, da sonst Zalh! 
fehler infolge bereits einsetzender Sedimentation der Hefe entstehen. Vo! 
Beginn des Zahlens ist das Absitzen der Zellen abzuwarten. 
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produkten zu einer Fehlerquelle fiihren. Um die Apparatur zu prii 
ob sie véllig O,-frei gewaschen ist, bedient man sich des spéiter zu |. 
schreibenden Sauerstoffprifers. Beseitigung der letzten Spuren \ 
Q,, die selbst dem reinsten kauflichen Stickstoff anhaften, ist \yr- 
bedingung fiir das Gelingen der Versuche. 

Die Bestimmung der Atmungsintensitat mit vorliegender Apparat v1 
berubt darauf, daB ein quantitativ abgemessenes Sauerstoffvolumen 
mit 4 Teilen N, zu synthetischer Luft vermischt — innerhalb eine: 
genau festgelegten Versuchszeit das zu priifende Organismenmateria| 
durchstrémt: aus der Differenz des aufgewendeten und am Schlus 
wiedergefundenen Sauerstoffs ergibt sich dann die Menge des ver. 
brauchten (veratmeten) Sauerstoffs. 

Fiir diese quantitativen O,-Messungen ist die Verwendung von 
absolut reinem Sauerstoff erforderlich. Man erhalt diesen 99,8 °, igen 
Sauerstoff auf dem Wege der Elektrolyse (20°, ige Kalilauge, Kahlbawm, 
Zur Analyse’). Der mit Hilfe des elektrolytischen O,-Entwicklers 
(s. Abb. 1, untere Apparatur) gewonnene Sauerstoff wird in der be- 
nétigten Menge in eine MeBbiirette gedriickt und daselbst iiber Nacht 
zum Zwecke des Temperaturausgleichs belassen. Zu Versuchsbeginn 
wird dann das Sauerstoffvolumen abgelesen und nach der Temperatur 
des Wassermantels, nach dem Barometerstand und der herrschenden 
Wasserdampftension iiber der 20°% igen Kalilauge so eingestellt, dai 
das gewiinschte O,-Volumen, reduziert auf 0° und 760 mm Druck, bei 
Versuchsbeginn zur Verfiigung steht. 

Zur Messung der Atmungs- und GarungsgréBen werden nun die 
beiden Gase im Verhaltnis der atmospharischen Luft — 4 Teile N, 
auf 1 Teil O, — im Gasmischapparat (GM) iiber Kalilauge vereinigt. 
Von hier aus passiert die synthetische Luft das GargefaB (Garg), das 
sich mittels Schittelvorrichtung (Schitt) im Thermostaten bewegen 
laBt, vereinigt sich mit der entbundenen Garungskchlensaure und wird 
nun durch eine konzentrierte, im Olbad auf 120° erhitzte Chromschwefel- 
sdureldsung (OG) geleitet, um von fliichtigen reduzierenden Bei- 
mischungen befreit zu werden. Die mitgefiihrte Garungskohlensaure 
wird auf dem weiteren Wege im Kaliapparat K (50°%ige Kalilauge, 
eisgekiihIt) quantitativ zuriickgehalten. Die quantitative Bindung 
des mitgefiihrten Sauerstoffs erfolgt durch reduzierte gliihende Kupfer- 
spiralen in Quarzrohren (Cu). 

Das GargefiB (s. Einzelabbildung Garg) ist so eingerichtet, daB in 
ihm vor Versuchsbeginn eine véllige Entliftung des Gargutes vor- 
genommen werden kann. Vor Beschickung des GargefaBes wird de! 
iibrige Teil der bereits entliifteten Apparatur mit Hilfe eines Dreiwege- 
hahnes abgesperrt (s. Abb. A), wahrend jetzt der N,-Strom, zusammen 
mit den entbundenen Garungsgasen, vom GargefaB aus direkt nac) 
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auBen tritt. Auf diese Weise ist es méglich, die Girlésung fiir sich allein, 
aber doch innerhalb der Apparatur, O,-frei zu machen. Durch An- 
shaltung des Sauerstoffpriifers ]aBt sich die voéllige Entliiftung des 
Girgutes tiberwachen. In Vorversuchen ist festgestellt worden (siehe 
Abschnitt E, g), daB in einer derartig entlifteten Garlésung kein 
molekularer Sauerstoff mehr enthalten ist. 

Der Sauerstoffprifer, welcher im Gegensatz zu allen bisher an- 
gewendeten Methoden eine Priifung des anaeroben Zustandes auBerhalb 
des fliissigen Nahrmediums gestattet, besteht aus vier untereinander 
verbundenen GeféBen, von denen GefaB I (Py) Pyrogallollésung, 
GefaB Il (LZ) Kalilauge enthalt; die GeféBe IJ] und IV dienen zur 
Abdichtung (QuecksilberverschluB) nach auBen. Durch die getroffene 
Anordnung ist es méglich, die beiden Lésungen getrennt O,-frei zu 
waschen und sie alsdann erst im N,-Strom zu mischen; auf 1 Volumen 
25° iger (stets frisch anzusetzender) Pyrogallollésung kommt das 
fiinf- bis sechsfache Volumen konzentrierter Kalilauge (3:2). Man 
erhalt hierbei, und das ist das Wesentliche, eine farblose bis schwach- 
gelbe alkalische Pyrogallollésung, mit welcher man noch die Anwesenheit 
geringster Spuren von O, nachweisen kann. Nachpriifungen ergaben, 
daB sich 0,05 ccm (gleich 0,07 mg) Sauerstoff deutlich und einwandfrei 
feststellen lassen. Erst durch die Méglichkeit eines derartig empfind- 
lichen O,-Nachweises ist die vorliegende Arbeit tiberhaupt durchfihrbar 
und in ihren Resultaten auswertbar geworden. 

Es wurde auch, um Vergleichswerte zu erhalten, die von M. van 
Riemsdijk'! vorgeschlagene alkalische Glykose-Methylenblaulésung zur 
Feststellung von O,-Gegenwart- bzw. -abwesenheit geprift. Abgesehen 
davon, daB unter absolut anaeroben Verhaltnissen, wie die Verfasserin 
selbst angibt, die Entfarbung der Indikatorlésung erst im Verlauf 
einiger Stunden vor sich geht, tritt auch die Farbreaktion bei An- 
wesenheit von QO, erst verhaltnismaBig langsam wieder ein. Ver- 
gleichende Versuche ergaben die weit héhere Reaktionsempfindlichkeit 
des bei den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Sauerstoff- 
prifers. 

Vor Versuchsbeginn ist die Apparatur unter Druck zu setzen und 
durch AnschluB an ein Manometer auf Dichtigkeit zu priifen. Bei 
geniigend langem Durchleiten von N, zeigt der Sauerstoffpriifer an, 
ob die Apparatur O,-frei ist. Zwischen den Hauptversuchen sind haufig 
Blindversuche vorzunehmen, um iiber eine laufende Kontrolle zu ver- 
fiigen, ob die quantitative Ubereinstimmung zwischen gasvolumetrisch 
abgemessenem und gravimetrisch wiedergefundenem Sauerstoff ge- 
wahrleistet ist. 


1 M.wvan Riemsdijk, Zentralbl. f. Bakt. Abt. I, 88, 229, 1922. 
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Der hier verwendeten Makroapparatuy zur quantitativen |) 
stimmung der Atmungs- und Garungsgr6Ben kommt eine vielseit; 
physiologische Anwendbarkeit zu. Vor allen Dingen lassen sich jetyi 
ganz allgemein die Stoffwechselleistungen der einzelligen Lebewese; 
also auch der Bakterien, messen, was bisher auf gasvolumetrischei 
Wege wegen der auftretenden Nebenprodukte nur bedingt dure}; 
fihrbar war. Mit Hilfe des hochempfindlichen Sauerstoffpriifers js 
es weiterhin méglich, absolut anaerobe und physiologisch einwandfrei: 
Verhaltmisse zu schaffen, unter denen das Studium der obligaten 
Anaerobier und ihrer Stoffwechselbediirfnisse zweifellos neue biologiscive 
Ergebnisse zeitigen wird. Die quantitative MeBbarkeit des veratmete 
O, vermag auch AufschluB zu geben iiber den Minimalbedarf der Klein- 
lebewesen an Sauerstoff, der zu ihrer Erhaltung, Vegetation, Frukti- 
fikation und schlieBlich fiir ihre biotechnischen Optimalleistungen 
erforderlich ist. Ebenso sind mit vorliegender Apparatur direkte 
Atmungsmessungen (Q,-Verbrauch) an wachsenden Pflanzen und an 
keimenden Samen durchfiihrbar. 


D. Systematik des Arbeitsganges. 


Die unmittelbar vor Versuchsbeginn geernteten Hefen werden 
nach Abwiegen der erforderli: en abgepreBten Menge in 20 ccm Zucker. 
phosphatlésung (5% reinste '' "kose in 0,75 °,iger Monokaliumphosphat 
lésung) bzw. in 20cem '~ oger geklarter Bierwiirze unter Zusatz 
eines Tropfens Olivené] s* sp°ndiert; alsdann spilt man mit weiteren 
20 ccm Substrat nach, so daB die Versuche stets in 40 ccm Garfliissigkeit 
zur Durchfiihrung kommen 

Es folgt nun die Uberfsiirung des Gargutes in die als O,-frei be- 
fundene Apparatur. Hier wird in allen Fallen die Garlésung | Stunde 
lang im N,-Strom entliiftet. indem jetzt der Gasweg direkt von dem 
GargefaB nach auBen fiihi*. (s. Abb. 1, A). 1 Stunde Ausliiftung hat 
sich bei allen Hefen als ausreichend erwiesen, um eine véllige Befreiung 
von molekularem QO, zu erreichen (vgl. Abschnitt E, g). Gleichzeitig 
ist damit auch die bei den einzelnen Hefenarten verschieden lange In- 
kubationszeit tiberwunden. 

Das Durchstr6men der Garlésung mit synthetischer Luft, ent- 
haltend 50 ccm Og, hat sich nun in der prazise einzuhaltenden Versuchs- 
zeit von 21/, Stunden bei der konstanten Temperatur von 28° (Thermo- 
regulation) zu vollziehen. Innerhalb 5 Minuten werden je 5ccm O, 
in die Apparatur iibergefiihrt ; nach jedesmaligem O,-Durchleiten bleibt 
das System unter Abstellung des Gaszutritts 10 Minuten auf Ruhe, da- 
mit sich die im GargefaB befindliche synthetische Luft auswirken kann 

Ist simtlicher Sauerstoff aus der Gasbiirette in die Apparat 
iibergefiihrt — nach den angegebenen 2?/, Stunden —, so wird eine 
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weitere halbe Stunde lang mit N,-Gas durchstrémt, um noch zuriick- 
gebliebene Reste von O, durch das Gargut zu driicken. Hiernach 
werden die Hefen mittels ausgekochter und entliifteter gesattigter 
Sublimatlosung (20 cem) abgetétet, womit alle Stoffwechselfunktionen 
aufhéren. Um die letzten Reste von CQO, aus der Garlésung in den 
Kaliapparat tberzufihren, wird noch eine weitere Stunde lang N,-Gas 
durchgeleitet. 

Der gesamte Versuchsvorgang vollzieht sich unter  gelindem 
Schiitteln des GargefaBes (etwa 80 Bewegungen in de: Minute), da die 
Sedimentation der Zellen an sich schon, noch mehr aber das verschiedene 
Agglutinationsvermégen der einzelnen Hefenarten zu_ erheblichen 
Versuchsfehlern fiihren kann. 

Nach Versuchsbeendigung sind in den Garlésungen stets qualitative 
Priifungen auf Vorhandensein von Zucker vorzunehmen. 

In diesem Zusammenhang sei auf eine Beobachtung von E. Wert- 
heimer? hingewiesen, welcher feststellte, daB zu einer Hefesuspension 
hinzugefiigter Zucker in kurzer Zeit aus dem Garsubstrat verschwindet, 
ohne daB eine Giarung bereits eingetreten ist. Bei vorzeitigem Verbrauch 
des Substratzuckers wiirden also zweifellos MeBfehler entstehen. 

Nach Erkalten der Kupferquarzréhren im N,-Strom wird der 
mit N, erfillte Kaliapparat beim Auseir »ndernehmen der Apparatur 
anden Kin- und Austrittsstellen verschloss und sozur Wagung gebracht. 
Im gleichen Zustande wird der neu besci ‘e Kaliapparat wieder zum 
neuen Versuch austariert. 

Es ist selbstverstandlich, daB peinlichste Sorgfalt besonders auf 
die griindliche Reinigung der Garapparatu zu verwenden ist, da durch 
zuriickbleibende Spuren von Sublimat, d durch das beigegebene Ol 
zuruckgehalten werden kénnen, beim dara iffolgenden Versuch infolge 
Vergiftung der Hefe ganz falsche Resultate erzielt werden kénnen. 

Zum Verstaindnis der Versuchstabelle:t und Protokolle ist anzu- 
filhren, daB in Anlehnung an die Warburgsche Nomenklatur folgende 
abgekiirzte Bezeichnungen gewahlt wurden: 

Q»,. von einer Zelle pro Volumeneinheit veratmeter O, unter Ein- 

~  haltung der vorgeschriebenen Versuchssystematik ; 

Yco,, von einer Zelle pro Volumeneinheit bei Sauerstoffgegenwart 

~ entbundene Kohlensaure unter Einhaltung der vorgeschriebenen 
Versuchssystematik ; 

QX,., von einer Zelle pro Volumeneinheit bei Sauerstoffabwesenheit 

~ entbundene Kohlensaure unter Einhaltung der vorgeschriebenen 
Versuchssystematik. 


1 E. Wertheimer, Fermentforschung 11, 37, 1929. 
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Die Qo,°> Qeo,- und Qh o,-Werte bieten keine direkte Verglei 
moglichkeit mit den Warburgschen, Meyerhofschen und Trautwein sc} 
Zahlen', aber das Verhaltnis untereinander gestattet Riicksch|iisse 
auf die Feststellungen der vorgenannten Autoren, wenn man gleichifal]s 
aus deren Messungen die berechneten Verhaltnisse zugrunde legt. 


E. Vorversuche zur Feststellung der apparativen und biologischen 
Fehlergrenzen. 
a) Prifung der Apparatur auf O,-Freiheit. 

Man durchwascht die Apparatur so lange mit sauerstofffreiem 
Stickstoff, bis der Sauerstoffpriifer vollige Entfernung des O, anzeigt 
Hierauf priift man noch eine weitere halbe Stunde, indem man durch dic 
alkalische Pyrogallollésung einen kraftigen N,-Strom leitet. Bring: 
man nun die Kupferspirale im N,-Strom zum Gliihen, so mu ih: 
Gewicht konstant bleiben. 


b) Prifung der Apparatur auf Dichtigkeit. 

Der Beweis fiir die Dichtigkeit der Apparatur und zugleich fiv 
ihr Funktionieren ist damit erbracht, daB der volumetrisch abgemessene 
Sauerstoff nach Passieren der gesamten apparativen Anordnung nun- 
mehr auf gravimetrischem Wege (Cu-Quarzréhre) quantitativ wieder- 
gefunden wird. 

Die Versuchsfolge wird hierzu genau so eingehalten, wie unter 
,.D. Systematik des Arbeitsganges“ beschrieben ist. Statt der Hefe- 
suspension verwendet man die entsprechende Menge ausgekochten 
destillierten Wassers. Es werden auch zum angegebenen Zeitpunkt 
die 20 cem Sublimatlésung hinzugefigt. 

Aus der groBen Reihe von diesen Blindmessungen seien in 
Tabelle I einige standig wiedergefundene Werte angefihrt : 


Tabelle I. 


Blindversuche mit 50 cem (0,0714 g) Sauerstoff. 





Versuch | annua Fehler 
Nr. g 0/5 

1 0,0716 0,3 

11 0,0711 0,4 
17 0,0707 1,0 
18 0,0717 0,4 
20 0,0706 1,1 


1 O. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924; 
O. Meyerhof, ebendaselbst 162, 143, 1925; E. Negelein, ebendaselbst 165, 
203, 1925; O. Warburg, ebendaselbst 189, 350, 1927; K. Trautwein 
J. Wassermann, ebendaselbst 299, 128, 1930. 
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Man ersieht aus den in Tabelle I wiedergegebenen Daten, dab 
der volumetrisch abgemessene Sauerstofi mit ausreichender Genauigkeit 
giavimetrisch wiedergefunden wird. Mit Hilfe dieser Blindversuche 
ja8t sich gleichzeitig die Gasdichtigkeit der Apparatur prifen. Um 
noch eine weitere Gewabr fir die Dichtigkeit des Apparates kurz vor 
Versuchsbeginn zu haben, setzt man ihn, wie bereits angegeben, unter 
Druck und prift mittels eines anzuschaltenden Manometers auf das 
Dichthalten aller Schliffe und Verbindungsstiicke. 


c) Zerst6érung der bei der Garung abgegebenen fliichtigen 
Bestandteile. 

Alle Hefen geben wahrend der Garung nicht unbetrachtliche 
Mengen fliichtiger Bestandteile ab, welche beim Passieren der gliihenden 
Kupferspiralen reduzierend wirken und dadurch eine quantitative 
Ermittlung des Sauerstoffs unméglich machen wiirden. Die Menge 
dieser fliichtigen Bestandteile wurde nun unter Einhaltung der zu 
.D. Systematik des Arbeitsganges‘* gegebenen Vorschriften bei ver- 
schiedenen Hefen ermittelt, indem die flichtigen Garprodukte in der 
sauerstofffreien Apparatur tiber oxydiertes gliihendes Kupfer geleitet 
wurden. Es ergaben sich dabei die folgenden, in Tabelle I] wieder- 
gegebenen Reduktionswerte. 

Die verhaltnismaBig sehr groBen Mengen von fliichtigen Bestand- 
teilen, welche bei der Garung in Zuckerphosphatlésung und Bierwiirze 
entstehen, dirften auch nicht ohne EinfluB gewesen sein auf die gas- 
volumetrischen Messungen der Atmung und Garung, wie sie bereits 
vorher von anderen Autoren vorgenommen wurden. 


Tabelle II. 


Ermittlung der von den verschiedenen Hefenrassen bei der Garung 
abgegebenen reduzierenden Bestandteile. 





Menge der reduzierenden 


Substrat Bestandteile in g O,- 
~ Zp Trocken- Verbrauch gemessen Gewice 
4 rn re Cc s- 
= Zucker- gewicht — oe poe —  abnahme des 
Art der Hefe phosphat- | von 1g ab- - ere & cud, auf cem 
lésung geprefiter direkt rocken- . umwrerechne 
Ww Hefe in g _ ermittelte substans 02 ¥mgerechnet 
= Wiirze Menge der Hefe 
bezogen 
Unterhefe Ur . . Ww 0,292 0,043 0,040 28,0 
Portweinhefe . . ZP 0,278 0,038 0,038 26,6 
Unterhefe U. . . W 0,284 0,047 0,046 32,2 
Brennereihefe M . ZP 0,291 0,035 0,033 23,1 
Oberhefe Ld. . . ZP 0,274 0,062 0,062 43,4 
Oberhefe Gratz . . ZP 0,288 0,041 0,039 27,3 
Unterhefe R. . WwW 0,288 0,056 0,054 37,8 
Unterhefe 1103. . Ww 0,280 0,049 0,048 33,6 


23* 
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Durch Einschaltung einer konzentrierten, auf 120° im Olbad cr. 
hitzten Chromschwefelsdurelésung lieBen sich die fliichtigen Cir. 
produkte zerst6éren und in ibrer beeintraéchtigenden Wirkung bei den 
Sauerstoffbestimmungen ausschalten, wie sich durch Wiederholung de; 
gleichen Versuche mit vorgelegten oxydierten gliihenden Kupfer. 
spiralen einwandfrei feststellen lieB. 

Es war weiterhin noch zu priifen, ob durch die Oxydation de: 
fliichtigen Garprodukte in der Chromschwefelsiurevorlage kein CO, 
gebildet wird, was zu MeBfehlern bei den CO,-Bestimmungen fiihren 
wirde. Derartige Versuche mit kiinstlichen Mischungen der bei de: 
alkoholischen Garung auftretenden Produkte (Alkohol, Acetaldehyd, 
Kssigsiure, Schwefelwasserstoffwasser, Fuseléle) lieBen weder eine 
Zunahme im Kaliapparat infolge CO,-Bindung noch eine Abnahme de: 
oxydierten Kupferspiralen infolge Reduktionswirkung feststellen. 


d) Gleichzeitige Parallelmessungen in beiden Apparaten. 
(Ermittlung der apparativen Fehlergrenze. ) 

In der verwendeten Doppelapparatur wurden beide Gargefife 
ganz gleichmabig beschickt und die experimentellen Handhabungen 
unter praziser Einhaltung der Versuchsvorschriften im Abschnitt D 
iibereinstimmend ausgefihrt. Hierbei ergaben sich die folgenden 
Parallelwerte : 

Man ersieht aus den Parallelmessungen der nachstehenden ‘Ta- 
belle III, daB die Doppelbestimmungen in den beiden Apparaturen zu 


Tabelle III. Parallelmessungen in beiden Apparaturen. 
(Bestimmung der apparativen Fehlergrenze.) 








x3 
54 x — Apparatur I Apparatur I] 
} a 4 in g 
Art der Hefe BEEZ f 
eNa N \ 
= I = abge- ge- Vo, a7 10» Veo. Yo, co. VY ( 
2a preBt | trocknet - - 
Th N 
Unter- 
hefe 776 . ZP 1,0 0,275 3,0 22 884 — 23 85,8 
Unterhefe L ZP 0,1 0027 | 0,385) 2,2 77,7; — 2.1 75,1 
Unierhefe 
B47 A... WwW 1,0 0,270 | 2.5 21 14385); — 2,2 146,2 
Oberhefe Ld ZP 1,0 0,290 4,3 - — |508) — ~- 52.9 
Oberhetfe 
Wernesgriin  W 1,0 0,285 | 4,0 — — |86 — — $04 
Tokayer Hefe ZP 0.1 0,029 0,5 _— — 512 — — 52.4 
Brennerei- 
hefe XII. ZP 1,0 0.288 3,6 17 76,7) — 17 | 782 
Backerhefe 
Teplitz. . Ww 1,0 0,296 3,7 — 51,1 - - 92.4 


Torula utilis ZP 1,0 0,308 7,0 0,7 | 32,6; — 0,6 34,2 
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brauchbaren Resultaten fiihren. Unabhangig von der Versuchs- 
anordnung, von der Heferasse und -menge, sowie vom Substrat ergaben 
sich in allen Fallen hinreichend iibereinstimmende Zahlen. 


e) Aufeinanderfolgende Messungen an derselben Hefe. 
(Ermittlung der biologischen Fehlergrenze. ) 


In der Tabelle 1V sind Messungen verzeichnet, die zu verschiedenen 
Zeiten an sachgem&B lagernder untergariger Bierhefe 547 A, an der 
obergarigen Bierhefe O und der Brennereihefe M vorgenommen wurden. 
Ehe diese mehr oder weniger lange gelagerten Hefen zur Atmungs- und 
Girungsmessung kamen, wurden sie in der vorher genau beschriebenen 
Weise in Bierwiirze hergefihit. 


Tabelle IV. 


Aufeinanderfolgende gleichartige Bestimmungen mit derselben /Hefe, die 
vor der Neuzucht bis zu 14 Tagen gelagert hatte. (Biologische Fehlergrenze. ) 





Substrat ZP 


’ N 
Art und Lagerdauer * = Zuckerphos- Vo. VYco, VCO. 
der Hefe phatliésung . “4 ‘ 
W = Wiirze 


Unterhefe 547 A, 


direkt nach der Ernte ZP 2.5 91,1 80,2 

5 Tage gelagert. . . ZP 2,7 92,3 78,9 

14 Tage gelagert. . . ZP 2.5 93,5 83.6 
Berliner Oberhefe 0, 

2 Tage gelagert. . . Ww 1.1 90,5 82.6 

8 Tage gelagert. . . W 0.9 92.3 83.5 

12 Tage gelagert. . . W 1,0 89.6 81.6 
Brennereihefe M, 

direkt nach der Ernte ZP 1,1 48.0 43,7 

2 Tage gelagert. . . ZP 1.1 51,2 45.6 

11 Tage gelagert. . . ZP 1,1 48,3 44.5 


* Nach der angegebenen Aufbewahrungszeit wurden die Hefen selbstverstandlich, 
wie vorher genau beschrieben, in Wiirze hergefiihrt. 

Aus diesen Versuchen ist zu entnehmen, daB mit dem verschieden 
lange aufbewahrten biologischen Material recht gut ibereinstimmende 
Werte erzielt werden, und daB vor allem gelegentliche Schwankungen 
durch Beriicksichtigung der Durchchsnittswerte weitgehend ausgeglichen 
werden. 


f) Uber die Stoffwechselleistungen der Hefen bei unterschied- 
licher Hefenmasse im gleichen Substratvolumen. 


(Ermittlung der biologischen Fehlergrenze.) 


Es ist bekannt und bedarf keiner weiteren experimentellen Be- 
statigung, daB betrichtliche Differenzen in der angewendeten Hefe- 
masse bei gleichem Substratvolumen wesentliche Abweichungen von 
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der proportionalen Errechnung der Leistung auf die angewend 
Hefemenge ergeben. Um die vorliegenden Versuche aber mit biologis: | 
einwandfreiem Hefematerial vornehmen zu kénnen, wozu vor alle:y 
eine sofortige Messungsvornahme nach der Ernte — ohne Zwische) 
lagerung der Hefe — erforderlich ist, muBte auf eine vorherige I 
stellung der Hefetrockengewichte verzichtet werden. Hierbei ergal«, 
sich natiirlich Schwankungen in der Anwendung der Hefemasse 
wurde also gelegentlich mit verschiedenen Hefetrockengewichter 
gearbeitet, welche aber stets im gleichen Substratvolumen untersuc})t 
wurden. Es war nun eine der wichtigsten Aufgaben, zu priifen, 0} 
diese Schwankungen bei der verwendeten Hefemasse, die theoretisc! 
durch Umrechnung auf eine Zelle pro Volumeneinheit ausgegliche 
werden, auch mit den tatsachlichen Leistungen der Zelle in einem 
proportionalen Verhaltnis stehen. 

Zu diesem Zwecke wurden mehrere Hefenrassen einmal mit héherem 
Wassergehalt und dementsprechend geringerer Zellenzah] und zweitens 
mit geringerem Wassergehalt und dementsprechend gréBerer Zellenza))| 
—- innerhalb der tatséchlich vorkommenden Gewichtsschwankungen 
zum Versuch angesetzt. Die Berechnung der Q, Io? Qe. ),- und Qo, Wer te 
erfolgte wie tblich. Es wurde nun diesma] nicht allein auf die einze|ne 
Zelle pro Volumeneinheit umgerechnet, sondern auf das Durchschnitts 
trockengewicht von 0,275 g bei Anwendung von | g abgepreBter Hef 








Tabelle V. 
Einflu8 verschiedener Hefemengen bei gleichem Substratvolumen auf die 
MeBresultate. 
An- = = Umgerechnet 
gewendete a as auf 0,275 g 
Ls Hefemenge 35 = & toe Trockengew icl t 
= ing q . 4 ae Z N J 
Art der Hefe | 2 —— =| S8\§ ese Yo, co, Yeo, — 
“! $)/ 8 | $s |gsss BS MAS FOC 
C28 on = s-is Bz ~ 
Co of 
Unterhefe U | W 1,0 0,302 3,6 3,3 | 2,2 124,1' — || 7,2 406,9 
nterhere\ ) | w |) 1,0 0,284: 3.4 | 34 | 22/1228 7,2 404.5 
' {|| ZP || 1,0 |0,260' 4,1 43 |—| — | 51,7) —  — | 224,0 
Oberhefe O | ZP) 1,0 0,285 4,4 43 —| — | 509) —| - 216, 
Madeirahefe | ZP || 0,1 '0,026||045' — (0,9) 52,4 4,2 250,0 
madeiranete | || ZP || 0,1 (0,027) 0,45) — 0,9 | 54,7 4,1 250,4 
Brennerei- { ZP | 1,0 0,297 4,7 43 (1,1) 481) — | 4,8 209,4 
hefe M | ZP) 1,0 0,278) 4,4 44 (1,0) 468! — | 46 2031 
Unterhefe L {|| W |) 91 |0,080) 0,85) — |—| — | —] —/| — | 4189 
nterhefe L W 01 0,027 03 ” — i ae — _ 434.9 
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Die Umrechnung auf das Durchschnittstrockengewicht ist statthaft, 
wenn es sich um ein und dieselbe Hefe aus der gleichen Ziichtung handelt. 
Die Resultate sind in Tabelle V zusammengestellt. 

Man ersieht aus den in Tabelle V wiedergegebenen Daten, daB der 
Unterschied in der angewendeten Trockenhefenmasse —- unabhangig 
vom KinfluB des Substratvolumens — mit genigender proportionaler 
Genauigkeit biologisch zur Geltung kommt, was die Methodik der 
gewahlten Versuchsanstellung und die Art der Berechnung in vor- 
liegender Arbeit experimentell rechtfertigt. 


g) Prifung auf Abwesenheit von O, bei einer entliifteten 
Hefemasse. 

In der Literatur finden sich Angaben’, daB die Hefe sehy begierig 
in Flissigkeiten gelésten Sauerstoff aufnimmt; danach bestande die 
Moéglichkeit, daB dieser aufgenommene, von der Hefe vielleicht nur 
adsorbierte Sauerstoff nicht ohne weiteres bei N,-Wasche, eventuell 
aber bei der Garung abgegeben wird und dadurch die O,-Bestimmungen 
beeintrachtigt. 

Um in dieser Hinsicht sicher zu gehen, wurde eine dickbreiige Hefe- 
masse in Bierwiirze zuerst mit O, durchgast, danach, wie tiblich, mit 
N, entliftet, bis der Sauerstoffprifer anzeigte, daB die Apparatur 
O,-frei war. Nun wurde das Gargut 4 Tage lang bei 45° der Autolyse 
iiberlassen. Im AnschluB hieran wurde versucht, durch Aufkochen den 
etwa in Freiheit gesetzten molekularen Sauerstoff aus der Autolyse- 
masse auszutreiben. 

Diese Versuche verliefen in allen Fallen negativ, woraus man ent- 
nehmen kann, daB eine Beeintrachtigung der Resultate von dieser 
Seite aus nicht in Frage kommt. 


F. Bestimmung der Atmungs- und Gdrungsintensitdten an verschiedenen 
Hefenrassen. 

Die Gliederung der Versuche erfolgte nach folgenden drei Gesichts- 
punkten: 1. Ziichtungsart der einzelnen Hefen (aerob, halbanaerob, 
anaerob), 2. Priifung der Hefen bei Sauerstoffgegenwart bzw. -ab- 
wesenheit, 3. Vornahme der Messungen teils mit nicht mehr vermehrungs- 
fahigen, teils mit zuwachsfahigen Hefenaussaaten. Alle Abweichungen 
von der in den vorausgehenden Abschnitten A, B, C und D festgelegten 
Systematik sind an den betreffenden Stellen mit erforderlicher Aus- 
fiihrlichkeit gekennzeichnet. 

Andererseits ist in vorliegender Arbeit kein Gewicht auf die Ver- 
gleichbarkeit der verschiedenen Rassen in ihren Stoffwechselleistungen 


1 Siehe z. B. M. Delbriick u. F. Hayduck, Die Garfiihrung in Brauerei, 
Brennerei und PreBhefefabrik, 8. 26 und 28. Berlin 1911. 
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gelegt, wie in der bereits erwihnten Arbeit von T7'rautwein und Was 

mann (1. c.) — zum Zwecke der Charakterisierung der einzelnen Rasse: 
geschehen ist. Fiir derartige Bemiihungen scheinen die physiologisc! 
Voraussetzungen nicht ohne weiteres gegeben, da jede Heferass: 

ihren energetischen AuBerungen auf Umweltsfaktoren sehr empfindli 
und vor allem durchaus verschieden zu reagieren vermag. Wenn 7'ra 
wein und Wassermann besonderen Wert auf gleichartige Heranziichtuny 
der zu vergleichenden obergarigen und untergaérigen Bierhefen legtey 
so zogen sie dabei z. B. nicht in Betracht, daB die untergarigen Bier- 
hefen durch Ziichtung bei 22° eine betrachtliche Herabminderung ihe: 
energetischen Leistungsfahigkeit erleiden, wie mit den nachfolgenden 
Messungen (Abschnitt G) gezeigt weecden konnte, wahrend die ober- 
garigen Brauereihefen, die an eine wirmere Garfiihrung gew6éhnt sind, 
nicht so stark durch die Art der Warmziichtung in ihrer Energieleist wig 
beeintrachtigt werden. Fiir die obergirigen Hefen ergaben sich auch 
insofern héhere Stoffwechselwerte, als T'rautwein und Wassermann 
vom Trockengewicht der Hefen ausgingen und nicht beriicksichtigten, 
daB die Zellenzahl der gleichen Trockengewichtsmenge bei den ver- 
schiedenen Hefen unter Umstanden eine sehr verschiedene sein kann 


1. Untersuchungen an untergarigen Brauereihefen. 
Zur Priifung gelangten die folgenden untergarigen Hefenrassen: 
Rasse U (Berliner Hochschul-Brauerei) ; 
, 947A (Hefensammlung der biologischen Abteilung der V. L. B.); 
» KR (Ritter-Brauerei, A.-G., Dortmund); 
, 1103 (Reinzuchtsammlung der V. L. B.); 
L (Hefe der Brauerei Sternburg, G.m.b.H., Liitzschena, 
bezogen aus der Brauerei Bodenstein, A. G., Magdeburg): 
,» Mo _ (isoliert aus dem Flaschenbier einer stiddeutschen Brauerci): 
, 776 (Hefensammlung der Biologischen Abteilung der V. L. B.); 
ag ae (Birgerliches Brauhaus, Pilsen). 
Die Vorziichtung der Hefen erfolgte genau nach den Angaben in 
Abschnitt A. 
In der Tabelle V1 sind die Atmungs- und Garungsgeschwindigkeiten 
der halbanaerob und anaerob geziichteten untergarigen Hefen U, R, 
L, Mo und 776 zusammengestellt, welche bei Anstellung von 1 g ab- 
gepreBter Hefe in 40 com Zuckerphosphatlosung, also unter Ausschaltung 
der Vermehrung, erhalten wurden. Die Daten sind den Protokollen I, 
II und III entnommen und stellen die Durchschnittswerte der dort in 
allen Einzelheiten aufgefiihrten Versuche dar. 


Wie aus der Tabelle VI zu entnehmen ist, hat die einzelne unte! 
girige Hefezelle unter den jeweiligen Ziichtungsbedingungen — halb- 
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Tabelle V1. 


Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Atmungs- und Garungs- 

messungen an untergérigen Bierhefen (ohne Zuwachs) in Zuckerphosphat- 

jésung, bezogen auf eine Zelle pro Volumeneinheit. O, und CQO, in Kubik- 
zentimeter. 








I Il Il 
ntergirige Halbanaerob geziichtet Anaerob geziichtet Aerob geziichtet 
Hefenrasse 
N N N 
Vo, Yoo, Yoo, Y 0, Y O»s Vco, Vo, Y Ov Veo, 
Naa Ge 2.3 74,3 66,2 4.0 122.5 105,2 0,7 474 44.5 
R age 0.8 33,7 $2.2 19 86.7 66.2 0.5 31.6 31.5 
Byes re 2,1 77,4 71,5 3.9 1838.5 117.1 0,9 47.5 38.3 
a . 0,7 28.6 249 1.6 51,2 0,6 28,8 25,2 
), ae 2.3 88,8 78,0 3,7 1246 1055 OW 58,0 54,5 
anaerob, anaerob, aerob — in bezug auf ihre energetische Leistung 


wesentliche Abweichungen aufzuweisen. Die gréBte Atmungs- und 
Garungsintensitaét entwickeln die anaerob geziichteten Zellen. Anzweiter 
Stelle folgen die halbanaerob, d.h. bei unbehindertem Luftzutritt 
gewachsenen Zellen, wahrend die unter Liftung entwickelten Organismen 
iiber die geringsten Stoffwechselkrafte verfiigen. Auf die staubigen 
Hefen R und Mo ist die einmalige Liiftung allerdings von nur gering- 
fiigigem bzw. gar keinem EinfluB. Vergleicht man die Q¢o,- und Q¥,, - 
Werte miteinander, so ersieht man unzweifelhaft, daB der Sauerstoff 
in keinem Falle einen hemmenden EinfluB auf die fertig ausgebildeten, 
nicht in Vermehrung befindlichen Hefenzellen, sondern eher eine 
stimulierende Wirkung auf das desmolytische Enzymsystem ausiibt. 
Es ist fernerhin festzustellen, daB mit einer Steigerung des Garungs- 
Vermégens unter bestimmten Ziichtungsbedingungen stets eine Er- 
héhung der Atmungsintensitat parallel lauft, daB also iibereinstimmend 
eine Beeinflussung des Gesamtstoffwechsels vorliegt, die sich auf beide 
Stoffwechseltypen, Atmung und Garung, in gleicher Richtung aus- 
wirkt. Eine wechselwirkende Stoffwechselékonomie, ein Zuriicktreten 
des einen Typus zugunsten des anderen, konnte nicht konstatiert werden. 


Um nun zu prifen, welche Einwirkungen auf den Stoffwechsel- 
apparat bei intensiver Liiftungsvornahme erfolgen, wurden mehrere 
Versuche so vorgenommen, da die Rassen U, R und L einer mehr- 
maligen Liiftungsziichtung unterworfen wurden, wie im Abschnitt A 
beschrieben ist. In Tabelle VII sind die Durchschnittswerte aus einer 
Serie von Parallelversuchen wiedergegeben. 


Vergleicht man die in Tabelle VII aufgefihrten Daten mit denen 
in Tabelle VI, so 14Bt sich entnehmen, daB durch mehrmalige Liftungs- 
zichtung keine Atmungsintensivierung der untergarigen Bierhefe ein- 
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Tabelle VII. 


Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von mehrria|s 
geliifteten untergarigen Bierhefen. Priifungsvornahme wie vorher. 





Untergirige Dauer N 

Hefenrasse der Liiftungsziichtung Y do Vor do Vo by 
U Dreimalige Liftung 0,6 43,2 40.3 
De a hee Ma ” ” 0,55 29,9 28,8 
L.... . || Zweimalige , 0,75 45.6 38,4 


getreten, sondern eine weitere Herabminderung der gesamten Stoff- 
wechselkrafte erfolgt ist. 

Bisher sind die Atmungs- und Garungspriifungen in Zuckerphosphat- 
losung vorgenommen. Nachfolgend wurde das Verhalten der ver- 
schiedenartig herangeziichteten Hefe U (anaerob), Ur (halbanaerol), 
L (aerob), Mo (anaerob) und R (halbanaerob) in Bierwiirze als Giir- 
substrat untersucht. Die Aussaat der Zellen erfolgte auch hier in einer 
Menge (1 g abgepreBte Hefe auf 40 ccm Wiirze), welche einen Zuwachis 
an Zellen, wie auch die Nachpriifung mit der Zahikammer bestatigte, 
ausschlieBt. 

Tabelle VIII. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von verschieden- 
artig geziichteten Unterhefen (nicht zuwachsfaihig) in Bierwiirze. 





Wekabeete der viichtung @ do co, @ C0; 
ee) trie anaerob 3.8 221,7 192.4 
Se alas aah halbanaerob 2,25 140,2 133,7 
ee a nae aerob 0,8 104,4 91,9 
ge ee anaerob 1.4 107,2 99.8 
eae. 's halbanaerob 0.8 60,1 54.2 


Aus der zugehérigen Tabelle VIII kann man ersehen, daB bei 
Vornahme der Messungen in Bierwiirze, wie bereits Meyerhof! bei 
Saccharomyces Ludwigii feststellte, gegeniiber den Messungen in 
Zuckerphosphatlésung eine betrachtliche Garungssteigerung eintritt 
wahrend die Atmungsgr6Be unbeeinfluBt bleibt. Es ist also in Bier- 
wiirze, wie v. Euler? als erster mitteilte, ein Garungsaktivator enthalten. 
Es ware interessant zu untersuchen, ob Bierwiirzen, aus verschiedenen 
Malzen hergestellt, ein unterschiedliches Aktivierungsvermégen auf 
die Hefe besitzen. Im iibrigen zeigte sich auch bei der Priifung in 
Bierwiirze, daB die Art der Hefeziichtung von entscheidendem EinfluS 
auf die StoffwechselgréBe der Hefen ist; auch hier hat die Vornahme 





1 O. Meyerhof u. Ken Iwasaki, diese Zeitschr. 226, 16, 1930. 
2? H.v. Euler u. K. Myrbdack, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 297, 1924; 
176, 258, 1928. 
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der Messungen bei O,-Anwesenheit keineswegs eine Garungshemmung, 
eher eine Stimulierung der Garungsintensitaét im Gefolge gehabt. 

Es entstand nun die weitere wichtige Aufgabe, die Atmungs- und 
Garungskapazitaten bei vermehrungsfahiger Aussaat zu bestimmen. 
Zu diesem Zwecke wurde 0,1 g abgepreBte Hefe auf 40 com Bierwiirze 
gegeben. Die Vegetationszeit, die den Hefen wahrend der Versuchs- 
dauer zur Verfiigung stand, betrug 4 Stunden. Es wurden untersucht 
die Rassen U (halbanaerob), 547 A (anaerob), L (aerob), Ur (anaerob) 
und 776 (halbanaerob). Die in Tabelle 1X enthaltenen Durchschnitts- 
werte beziehen sich einmal auf die ausgeséten und zweitens auf die 
geernteten Zellenmengen. 

Tabelle 1X. 


Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messungen verschieden- 
artig geziichteter Unterhefen bei vermehrungsfaihiger Aussaat in Bierwiirze. 





Bezogen auf Zellenaussaat Bezogen auf Zellenernte 
Untergarige Art . " ae 
Hefenrasse der Ziichtun N N 
© | Qo, | @co, | Peco, | Yo, co, co, 
ae halbanaerob 8,0 216.5 200,0 3,1 84,8 150,3 
ar anaerob 13,7 358,0 = 307,2 4,1 107.4 204,8 
ae aerob 7,2 156,8 146.0 2.9 62,7 106,8 
ee, 5. ig anaerob 12,0 337,0 | 299.8 4.0 112.3 | 199.9 
ee halbanaerob 8.4 220,0 2103 3,6 95,8 180.3 


Bei der Auswertung der in Tabelle VIII zusammengestellten 
Quotienten entstehen insofern Schwierigkeiten, als weder die Zellen- 
aussaat noch die Zellenernte einen einwandfreien Beziehungsfaktor 
zur Berechnung der Zellenleistung darstellen. Man kann aber aus 
diesen Messungen mit Sicherheit entnehmen, daB die wachsende Zelle 
mehr Sauerstoff verbraucht als die nicht in Vermehrung befindliche ; 
denn legt man die Zahl der Gesamtzellernte, die nicht von Anfang an 
bei allmaéhlichem Zuwachs an der Gesamtenergieleistung beteiligt ist, 
der Errechnung der Qo, -Werte zugrunde, so ist selbst hierbei der Sauer- 
stoffverbrauch noch gréBer als bei nicht zuwachsfahiger Versuchs- 
anstellung. Schwierig ist ein Vergleich der Garungsintensitaten der in 
Vermehrung befindlichen Hefe bei O,-Gegenwart und -abwesenheit. 
Mit Bezug auf die Hefeaussaat ist die Garungsleistung der normal 
wachsenden Zellen kleiner als die der aerob wachsenden. Mit Bezug 
auf die Zellenernte ist die Garungsintensitaét der unter anaeroben Be- 
dingungen stehenden Hefe bedeutend héher. Aber auch hier ist die 
verhaltnismaBig héhere Zellenzahl bei aerobem Wachstum, genau wie 
bei der Atmungsbestimmung nicht mit Versuchsbeginn an der Gesamt- 
garleistung beteiligt. Ein bezug auf die Zellenernte fallt zuungunsten 
des aeroben Versuchs, ein Bezug auf die Zellenaussaat zuungunsten des 
anaeroben Versuchs aus. 





F. Windisch: 


Unter der Voraussetzung, daB fiir die Hefe der respiratori: 
Quotient gleich 1 gesetzt werden darf, also auf 1lccm veratny 
Sauerstoffs l1ceem Atmungskohlenséure kommt, wurde aus den 
fundenen Q,,- und Yco,-Werten die veratmete bzw. vergorene Zucker. 
menge berechnet (lccm Atmungskohlenséure = 0,00133 g Trauben- 
zucker; 1eem Géarungskohlensdure = 0,004 g Traubenzucker). : 
ergaben sich hierbei die folgenden in Tabelle X wiedergegebene 
Beziehungen. 

Tabelle X. 


Von den halbanaerob, anaerob und aerob geziichteten untergarigen Bie: 
hefen veratmete und vergorene Zuckermengen. 





Je Zelle pro Volumen- , il, e ’ 
eeninienins a einhelt Zucker Vom Gesamt-Zuckerun 


Hefenrasse der Ziichtung 


veratmet vergoren veratmet vergore 


o o 0 
£ £ ( 


halbanaerob 0.003 0,288 1,0 99.0) 
anaerob 0.005 0.474 1.1 98.9 
aerob 0,0009 0,190 0.5 99.5 


halbanaerob 0,001 0,132 0,8 99 2 
anaerob 0,008 0,339 09 99.1 
aerob 0,0007 0,126 0,55 99.4 


halbanaerob 0,003 0,302 1,0 99.0 
anaerob 0,005 0,518 1,0 99,0 
aerob 0,0012 0,190 0.6 99.4 


halbanaerob 0,001 0,112 09 99,1 
anaerob 0,002 0,267 0,7 
aerob 0.0008 0.115 0.7 


halbanaerob 0,003 0,346 09 
anaerob” 0,005 0,484 1,0 
aerob 0,0011 0,132 0.8 


Es sind nun weiterhin die bei der Atmung und Garung erzeugten 
Energien berechnet worden, um sie miteinander vergleichen zu kénnen. 
Die Verbrennungswarme je Mol Traubenzucker von 674 Cal entspricht 
einer Spaltungswirme von 28 Cal je Mol Traubenzucker, die sich nach 
den mikrokalorimetrischen Ermittlungen M. Rubners! unter Beriick- 
sichtigung der Nebenreaktionen auf 24 Cal reduzieren. Hiernach 
werden durch 1 g vergorenes Monosaccharid 133 cal erzeugt, wahrend 
1 g veratmetes Monosaccharid 2744 cal frei macht. Bei Umrechnung 
der vorgorenen und veratmeten Zuckermengen ergaben sich die in 
Tabelle XI zusammengestellten Energiewerte. 


1 M. Rubner, Ernihrungsphysiologie der Hefezelle, Anatom. u. Physiol. 


Suppl.-Bd. 369, 1913. 
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Tabelle XJ, 


Von den halbanaerob, anaerob und aerob geziichteten untergaérigen Hefen 
erzeugte Atmungs- und Gérungsenergien in cal/g. 





ntergirige 
jefenrasse 


Mo - 


776: 


Aus den Energieberechnungen der Tabelle XI geht 


| 


Art 


Atmungs- 
energie je 
Zelle pro 


Prozentuale 
Verteilung 
der Energie 


Gesamt- 
energie je 
Zelle pro 


Garungs- 
Energie je 


Zelle pro 


der Ziichtung Volumen- Volumen-  Volumen- 
einheit einheit einheit Atmung Girung 
eal/g cal g eal/g ( 

halbanaerob 11,6 38.3 49.9 23,7 76,3 
anaerob 18,7 63,0 81,7 29,1 70.9 
aerob 3.4 25.3 28,7 11,8 88,2 
halbanaerob $.7 17,6 21,3 17,4 82.6 
anaerob 11.6 45,1 56,7 20,7 79,3 
aerob 2.6 16,8 19,4 13,4 86.6 
halbanaerob 11,6 40,2 51,8 22.4 77.3 
anaerob 18,7 68,9 87,6 21.3 78.7 
aerob 4.5 25.3 29.8 15,1 84,9 
halbanaerob R7 14,9 18,6 19,9 80,1 
anaerob 7.5 85.5 43,0 17.4 82.6 
aerob 3.0 15 3 18,3 16,4 83.6 
halbanaerob 11,6 46,0 57,6 20,1 79,9 
anaerob 18,7 64.4 83,1 22.5 77,5 
aerob 4,1 17,6 21,7 18.9 $1.1 


hervor, was 


bereits 7'rautwein und Wassermann (l.c.) konstatiert haben, daB die 
bei den Bierhefen scheinbar untergeordnete Atmung im Vergleich zur 
Gaérung immerhin eine recht betrachtliche Energiequelle darstellt. 


2. Untersuchungen an obergarigen Brauereihefen, 


Zur Prifung gelangten die obergarigen Hefenrassen: 
Rasse Happold 28 A 


Malzbierhefe Ld 


Rasse Wernesgriin 32 


WeiBbierhefe Bolle 


Rasse Jena 14 


» Gratz 12 


Porterhefe 


(Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
V.L. B.); 
(Ritter-Brauerei, 
mund) ; 


A.-G., Abteilung Liitgendort- 


(Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
V. L. B.); 

(WeiBbier-Brauerei Bolle, Berlin); 
(Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
V.L.B.); 

(Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
V.L. B.); 

(Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
V. L. B.). 
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Die Vorziichtung der Hefen erfolgte genau nach den Angal» 
wie in Abschnitt A beschrieben. 

In der nachfolgenden Tabelle XII sind die Atmungs- und Garunys 
geschwindigkeiten der halbanaerob, anaerob und aerob geziichteten oh«r- 
garigen Hefen Happold 28, Wernesgriin und Gratz 12 wiedergegeben 
welche bei Anstellung von 1 g abgepreBter Hefe in 40 cem Zucker- 
phosphatlésung, also unter Ausschaltung der Vermehrung, erhalten 
wurden. 

Tabelle XII. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Atmungs- und Garungs 
messungen an obergirigen Bierhefen (ohne Zuwachs) in Zuckerphosphat 
lésung, bezogen auf eine Zelle pro Volumeneinheit. O, und CO, in Kubik 
zentimeter. 





I Il Ill 
Obergirige Halbanaerob geziichtet Anaerob geziichtet Aerob geziichtet 
Hefenrasse - 





. in N > 
Yo, co, Yeo, Yo, | Yco, | Yeo, Yo, co, Qo, 
Happold 28 A it 47.0 460 38 | 1200 1073 09 434 


42.2 
Wernesgriin 0,8 56.3 51,6 3,6 1252 1106 06 49,8 46. 
Gratz12 .. 0,9 60,4 55,4 3,5 | 119.2 1054 0,6 54,3 | 51,2 





Wie aus Tabelle XII hervorgeht, hat auch die einzelne obergirige 
Hefezelle unter den jeweiligen Ziichtungsbedingungen — halbanaerob, 
anaerob, aerob — ein besonderes Geprage hinsichtlich ihrer energetischen 
Leistung erhalten. Die gréBten Atmungs- und Garungsgeschwindig- 
keiten entwickeln auch hier wieder die anaerob geziichteten Organismen; 
an zweiter Stelle folgen die halbanaerob, d.h. die bei unbehindertem 
Luftzutritt gewachsenen Zellen, wahrend die unter Liiftung geziichteten 
Oberhefen zwar nicht so wesentlich in ihren gesamten Stoffwechsel- 
funktionen gelitten haben wie die Unterhefen, aber doch eine deutliche 
Verminderung der Stoffwechselkrafte erkennen lassen. Vergleicht man 
die Priifungsergebnisse, welche bei Gegenwart und bei Abwesenheit 
von Sauerstoff erhalten wurden, so ergibt sich einwandfrei, daB der 
Sauerstoff auf die fertig ausgebildeten, nicht in Vermehrung befindlichen 
Oberhefenzellen keinen hemmenden EinfluB auszuiiben vermag, sondern 
eher eine Stimulation der Garungsleistung bewirkt, aber doch nicht 
in so deutlich ausgepragtem MaBe wie bei den Unterhefen. Wesentlic! 
ist auch die Feststellung, da8 mit einer Steigerung des Garungsvermégens 
unter den jeweiligen Ziichtungsbedingungen stets eine Erhéhung der 
Atmungsintensitat verbunden ist und ebenso umgekehrt. Es hat sich 
kein wechselwirkender Mechanismus zwischen Atmung und Garung 
auffinden lassen. 


Weiterhin war nun zu prifen, ob bei den obergirigen Hefen, cic 
ja bisher als ausgesprochen atmungsbedirftig galten, intensivere 





Belu 
habe 


meh 
be sc 


Serie 


Durc 


kein 
lifta 

ein 
mali 
zuck 
bew 


quot 
Port 
als ] 
eine 
meh 
stat 


Dur 
Ober 
Port 


Jena 
Wei 


Hef 
Inte 
eint 








1D! 


ings 
Dhat 
ibik 


irige 
Tob, 
then 
\dig- 
nen; 
‘tem 
eten 
1se]- 
iche 
man 
heit 
der 
hen 
lern 
icht 
lich 
fens 
der 
sich 


ung 


die 


ert 





Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hefe. 359 


BeliftungsmaBnahmen eine Erhéhung der Atemtatigkeit zur Folge 
haben. Es wurden hierzu die Rassen Jena 14, Gratz 12 und Ld einer 
mehrmaligen Liftungszichtung unterworfen, wie in Abschnitt A 
beschrieben ist. In Tabelle XIII sind die Durchschnittswerte aus einer 
serie von Parallelversuchen wiedergegeben. 


Tabelle XIII. 


Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von mehrmals 
geliifteten obergirigen Bierhefen. Priifungsvornahme wie vorher. 





Obergirige Dauer N 

Hefenrasse der Liiftungsziichtung 0, 4 O» Qi O2 
Jena l4 . .  dreimalige Liftung 0.5 42.2 41,3 
Gratz 12 .. - - 0.4 45.8 45.6 
Id ... .. fimfmalige . 0.3 40.3 38,8 


Aus den in Tabelle XIII angefiihrten Werten ist festzustellen, daB 
keineswegs eine Erhéhung der Atemtatigkeit durch intensive Be- 
liftungsmaBnahmen bei dem obergarigen Einzelorganismus erfolgt ist. 
Beim Vergleich der Rasse Gratz 12 unter einmaliger und unter drei- 
maliger Liftungsziichtung ergibt sich, daB die intensivere Liiftungs- 
zichtung eine Herabminderung der gesamten Stoffwechselkrifte 
bewirkt hat. 

In der folgenden Tabelle XIV sind die Atmungs- und Géarungs- 
quotienten der verschiedenartig herangeziichteten Oberhefenrassen 
Porter (anaerob), Jena 14 (aerob) und Bolle (halbanaerob) in Bierwiirze 
als Nahrsubstrat festgelegt. Die Aussaat der Zellen erfolgte auch hier in 
einer Menge (1 g abgepreBte Hefe auf 40 ccm Wiirze), welche eine Ver- 
mehrung der Zellen, wie die Nachpriifungen mit der Zahlkammer be- 
stitigten, nicht mehr zulaBt. 


Tabelle XIV. 


Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung verschieden- 
artig geziichteter Oberhefen (nicht zuwachsfahig) in Bierwiirze. 





N 
Obergirige Hefenrasse Art der Liiftung VO, VCO, Vo, 
Porterhefe .... anaerob 25 120.1 109.1 
ee aerob 0.8 $2,4 75,8 
WeiBbierhefe Bolle halbanaerob 1,3 106.8 101,1 


Der Tabelle XIV l4Bt sich entnehmen, dab auch bei obergirigen 
Hefen in Bierwiirze eine betrachtlichere Steigerung der Géarungs- 
Intensitat gegeniiber der Messungsvornahme in Zuckerphosphatlésung 
eintritt, was sich bereits bei der Untersuchung der untergiarigen 








360 F. Windisch: 


Hefen bestatigt hatte. Auch hier ist die Atmungsgr6é8e unbeeinf! | 
geblieben. 

Um nun die Atmungs- und Garungsgr6Ben bei vermehrungy 
fahiger Aussaat ermitteln zu kénnen, wurde 0,1 g abgepreBte Oberhet 
auf 40 ccm Bierwirze gegeben. Die Vegetationszeit, die den Hefe) 
wihrend der Versuchsdauer zur Verfiigung stand, betrug 4 Stunde) 
Die in Tabelle XV_ enthaltenen Durchschnittsquotienten beziehen 
sich einmal auf die ausgesate und zweitens auf die geerntete Zellenmeng 

Wie bereits bei den untergirigen Hefen ausgefiihrt wurde, en 
stehen auch hier bei der Auswertung der in Tabelle XV zusammen 
gestellten Quotienten insofern Schwierigkeiten, als weder die Zelle; 
aussaat noch die Zellenernten ein richtiges Mab fiir die Stoffwechse! 
leistung der einzelnen Zelle darstellen. Mit Sicherheit laBt sich aber aus 
diesen Messungen entnehmen, da die wachsenden obergarigen Zellen 
mehr Sauerstoff verbrauchen als die nicht in Vermehrung befindlichen 
was bereits bei den untergarigen Hefen festgestellt wurde. Andererseits 
aber hat sich ergeben, daB die einzelne wachsende obergirige Hefeze|| 


Tabelle XV. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung verschieden 
artig geziichteter Oberhefen bei vermehrungsfahiger Aussaat in Bierwiirze 





Bezogen auf Zellenaussaat Bezogen auf Zellenernt: 
Obergiirige Art ee era —— — 
Hefenrasse der Ziichtung N N 
02 WC Og Yoo, Q02 YCO, Yoo 
Wernesgriin anaerob 25,0 297,5 281,8 || 6,2 74,4 161.0 
Happold 28 A aerob 12,2 122.3 116.4 4.0 39.9 64,9 
Gratz .. .. halbanaerob 15,5 181,4 173,2 4.8 56,1 98.5 


Tabelle XVI. 
Von den halbanaerob, anaerob und aerob geziichteten obergarigen Lier 
hefen veratmete und vergorene Zuckermenge. 





Je Zelle pro Vom 
Obergirige Volumeneinheit Zucker Gesamtzuckerumsatz 
- 6 r Ziick a 
Hefenrasse At Gop Seng veratmet _vergoren veratmet vergore! 
L £ 0 0 
| halbanaerob 0,0015 0,168 0.9 99 1 
Happold 28 A - | anaerob 0,0051 0,480 1,1 98,9 
aerob 0,0012 | 0,174 0.7 99.3 
{ halbanaerob 0,0011 0,225 0,5 99,5 
Wernesgriin- + { anaerob 0,0048 0,501 0.9 99.1 
| aerob 0.0008 0.199 0.4 99.6 
halbanaerob 0,0012 0,242 0,5 99.5 
Gratz 12 - +: 3 anaerob 0,0047 0,477 1,0 99.0 


aerob 0,0008 0,217 0.4 99.6 
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hut einen gréBeren Sauerstoffverbrauch aufzuweisen hat als die einzelne 
tergérige. Auch hier konnte natirlich nicht entschieden werden, ob 
ung's der Mehrverbrauch an Sauerstoff der Atmung oder der Bildung von 
rhef neuer Zellsubstanz zuzuschreiben ist. 
lefe) In Tabelle XVI sind die aus den gefundenen Qev.- und Q,,- 
ander \Werten sich ergebenden Atmungs- bzw. Géarungszuckermengen  be- 
lehen rechnet. 
eng In Tabelle XVII sind die Energien berechnet, die sich aus den ver- 
ent yorenen bzw. veratmeten Zuckermengen eigeben. 
men 
He) Tabelle XVII. 
hse] Von den halbanaerob, anaerob und aerob geziichteten obergarigen Hefen 
erzeugte Atmungs- und Giéirungsenergien in cal/g. 
aus 
ellen \tmungs sarungs Gesamt- Prozentual 
energit energit energie on 
‘hen en ae ’ je Zelle je Zell ie Zelle Vertetlang 
Obergirige Art pro pre pr dey Energie 
sey {efenrasse der Ziic y — wa 
selts = ler Ziichtung Volumen Volumen- Volumen- 
ze] einheit einheit einheit Atmung Girung 
zelle 
kal g kal g kal g 
| halbanaerob 5,6 22,3 27,9 20,1 29,9 
den Happold 28 A anaerob 19.1 63.8 82.9 23,0 77,0 
iirze aerob 4.5 23.1 27.6 16,3 83,7 
halbanaerob 4,1 29.9 34.0 12,1 87,9 
Wernesgriin - anaerob 17,9 66.6 84.5 21,2 78.8 
: | aerob 30 265 95 102 898 
) 
| halbanaerob 4.5 32,2 36,7 12,3 87,7 
1.0 Gratz 12 anaerob 17.6 63,4 81.0 217 78,3 
tr aerob 3,0 28,9 31.9 9.4 90,6 
4.9 
aay 
Aus den Ermittlungen in den Tabellen XVI und XVII geht 
hervor, daB auch bei den Oberhefen die Atmung eine recht betrachtliche 
ser Energiequelle darstellt. 
3. Untersuchungen an Weinhefen. 
= Zur Priifung gelangten die folgenden Weinhefenrassen: 
re e . . . . . 
Port weinhefe (Hefensammlung der Biologischen Abteilung de: 
V.L.B.); 
Madeirahefe (Hefensammlung der Biologischen Abteilung det 
y 3 
Tokayerhefe (Hefensammlung der Biologischen Abteilung det 
) , 
} Steinberghefe (Hefensammlung der Biologischen Abteilung der 
) V. L. B.); 
) Champagnerhefe (Hefensammlung der Biologischen Abteilung det 
) 
V.L. B.). 
Biochemische Zeitschrift Band 246. 24 
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Die Vorziichtung der Hefen erfolgte genau nach den Angabe 


Abschnitt A. 


In Tabelle XVIII sind die Atmungs- und Gérungsgeschwin: 
keiten der halbanaerob geziichteten Weinhefen: Portwein, Champag: 
Steinberg wiedergegeben, welche bei Anstellung von 1 g abgepreljic: 
Hefe mit 40 ccm Zuckerphosphatlésung, also unter Ausschaltung de 
Vermehrung, erzielt wurden. 


Tabelle 


FE. Windisch : 


XVIII. 

Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. 

uotienten von halbanaerob geziichteten Weinhefen. 
zuwachsfahiger Aussaat in Zuckerphosphatlésung. 


Atmungs- und Gérungs 
Priifung bei nicht 





Weinhefenrasse 


Portwein 
Champagner . 
Steinberg 


Vergleicht man die Yeo,- und qs 


CO. 


anaeroben Versuchsbedingungen. 

In Tabelle XIX sind die Messungen wiedergegeben, die bei de: 
Prifung anaerob geziichteter Weinhefen in Zuckerphosphatlésung bz\ 
Bierwiirze erhalten wurden. 
Champagner, Steinberg. 


Yo. 


0.8 
0,3 
0.6 


Untersucht wurden die 


Tabelle XIX. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Atmungs- und Gérungs- 
quotienten von anaerob geziichteten Weinhefen. Priifung bei nicht zuwachs 
fahiger Aussaat in Bierwiirze bzw. Zuckerphosphatlésung. 


Tabelle XVIII, so sieht 
man, daB in allen Fallen bei nicht zuwachsfaihiger Hefegabe die Mes 
sungen bei O,-Anwesenheit héhere Garungsquotienten ergaben als unte1 


Aassen Portwein 





Weinhefenrasse ZP 


Portwein 
Champagner 
Steinberg 


Aus Tabelle XIX geht hervor, daB auch die Weinhefen bei 
anaerober Ziichtung eine betrachtliche Steigerung ihrer Gesamtstoff- 
wechselfunktionen erfahren. 


gestellt, welche bei einmaliger oder mehrmaliger Liiftungsziichtung de 
Geprift wurden in Zuckerphosphatlosung 


Weinhefen erzielt wurden. 


Die hohen Garungsquotienten, welche bei 
Priifung in Bierwiirze erhalten wurden, lassen erkennen, daB auch auf die 
Weinhefen der in der Bierwiirze enthaltene Garungsaktivator einwirkt 


In Tabelle XX schlieBlich 
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ei nicht zuwachsfahiger Aussaat die folgenden Arten von Weinhefen: 
Portweinhefe (einmalige Liiftungsfiihrung), Madeirahefe (einmalige 
Luftungsfihrung), Tokayerhefe (einmalige Liittungsfiihrung), Port wein- 
hefe (fiinfmalige Littungsfiihrung), Madeirahefe (dreimalige Liftungs- 
fuhrung). 

Tabelle XX. 

Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von mehrmatls 

iifteter Weinhefe. Priifung bei nicht zuwachsfaihiger Aussaat in Zucker 

phosphatlésung. 





Weinhetensnsse der Laftungestchteng Yo, VCO, Or. 
Portwein . einmalige Liftung 0,6 48.8 47.2 
Madeira. . e _ 0,6 45,3 41,4 
Tokayer . : s > 0,7 40,0 38,0 
Portwein. fiinfmalige . 0.4 39.6 38,8 
Madeira. . dreimalige - 0,5 36,5 35,2 


Wie der Tabelle XX zu entnehmen ist, hat die Portweinhefe bei 
einmaliger Liftung im Vergleich zu halbanaerob gewachsener Hefe 
bereits an Garungs- und Atmungsintensitaét eingebiibt. Bei fiinfmaliger 
Liftungsftihrung der gleichen Hefe ist noch eine weitere betrachtliche 
Verminderung der Gesamtstoffwechselkrafte erfolgt. Ahnliche Ver- 
hiltnisse finden sich auch bei der Madeirahefe vor, welche zuerst mit 
einmaliger Liftung und dann mit dreimaliger Liiftungsfiihrung heran 
geziichtet worden war. Die mehrmalige Liiftungsziichtung hatte die 
Atmungs- und GarungsgréBen gegeniiber einmaliger Liftungsfiihrung 
noch verringert. 


4. Untersuchungen an Brennereihefen. 

Zur Untersuchung gelangte die Brennereihefe Rasse M. welche ein 
Gemisch aus vier verschiedenen obergarigen Hefenarten darstellt, und 
die Brennereihefe XII. Die Vorziichtung der Hefe erfolgte nach den 
Angaben in Abschnitt A. 

In Tabelle XXI sind die Durchschnittswerte zusammengestellt, 
welche bei aerober und anaerober Ziichtung der Rassen M und XII 
erhalten wurden. 

Tabelle XX]. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von aerob und 
anaerob geziichteten Brennereihefen. Priifung bei nicht zuwachsfihiger 
Aussaat in Zuckerphosphatlésung. 





Bre 9 fen _ Sateen Vo, WY i cay 0. 
M | aerob 1,2 50,3 45,2 
‘ | anaerob 2.3 120.9 109.7 
Xl - | aerob 1,8 77,1 69.4 

\ anaerob 34 130,2 115,/ 











364 F. Windisch: 


Wie man aus Tabelle XXI ersieht, unterliegen die Brenn 
hefen genau den gleichen GesetzmaBigkeiten beziiglich ihrer Hy 
zucht und Priifung im aeroben und anaeroben Medium wie die « 
garigen und untergarigen Brauereihefen sowie auch die Weinhefen 

Von ganz besonderer Bewandtnis sind die nachfolgend in ‘ 
belle XXII wiedergegebenen Durchschnittsmessungen an Rasse \ || 
Warburg (l.c.) hatte bei achtstiindiger und bei dreitagiger Beliift 
der Rasse XII mit Hilfe der gasvolumetrischen Methode gefunc: 
daB dreitagige Beliiftung gegeniiber achtstiindiger das Atmungsverméiy 
dieser Brennereihefe auf das Vierfache steigert. Dieses Ergebnis wiirc 
besagen, daB tatsichlich eine Umziichtung der Hefe mittels Liiftuny 
zu starker atmenden Organismen im Meyerhofschen Sinne méglich sei 
Die vorliegenden makrometrischen Untersuchungen in dieser Richtung 
wurden unter genauer Kinhaltung der von Warburg angegebenen Einze| 
heiten vorgenommen. Allerdings wurden die Atmungs- und Garungs 
messungen nach der tiblichen im Abschnitt D angegebenen Systematik 
ausgefiihrt, wahrend sich Warburg mit Feststellung der Atmungswert: 
in den ersten 20 Minuten begniigte. 


Tabelle XXII. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung verschiede: 
artig geliifteter Brennereihefen. Priifung bei nicht zuwachsfahiger Aussaat 
in Zuckerphosphatlésung. 





Brennereihefen- Dauer N 
rasse der Liiftungsziichtung Yo, Yoo Yoo 
M. | }dreimalige Liftung 0,9 42.9 41.6 
: | | fiinfmalige ‘ 0,8 39,1 38,5 
XI {| 8 Stunden geliftet 2.5 96,7 86.2 
| 3 Tage geliiftet 1,0 42.7 41.3 


Wie sich aus Tabelle X XII ergibt, hat bei makrometrischer Versuclis 
vornahme die 3 Tage lang geliiftete Rasse XII eine betrachtlicl 
Schwachung ihrer Gesamtstoffwechselfunktionen gegentiber der achit 
stiindig geliifteten Hefe erlitten. Ahnliche Verhaltnisse waren fest 
zustellen bei der dreimalig und fiinfmalig unter Liftung hergefiihrten 
Rasse M. Bei fiinfmaliger Liiftungsziichtung zeigte auch diese Hef 
eine schwiachere Stoffwechseltatigkeit als bei dreimaliger Liiftungs 
zuchtung, wahrend bei einmaliger Liftungsziichtung relativ dir 
giinstigsten Werte, wie sich deutlich aus dem Vergleich mit Tabelle X X1 
ergibt, bei aerobem Wachstum der Rasse M erzielt wurden. Stets hat 
die gréBere Anzahl von Liftungsziichtungen auch eine Herabminderung 
der Gesamtstoffwechselkrafte -- selbst bei den an Liftung gewohnte: 
Brennereihefen — im Gefolge. 
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5. Untersuchungen an Backereihefen. 

Zur Priifung gelangten die beiden Backereihefen Teplitz 152 und 
Lt 73 aus der Hefensammlung der Biologischen Abteilung der V. L. B. 
Ine Vorziichtung erfolgte genau nach den Angaben in Abschnitt A 

In Tabelle XXIII sind die beiden genannten Biackereihefen auf 
ihre Atmungs- und GirungsgréBen bei anaerober und aerober Ziichtung 
yeprift worden. 

Tabelle XXIII. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von aerob und 
anaerob geziichteten Backereihefen. Priiftung bei nicht zuwachsfihiger 
Aussaat in Zuckerphosphatlésung. 





‘ Art N 
Hefenrasse der Ziichtung Vo, ra O» Yoo, 
aig | aerob 09 53.8 51,3 
eplit 52 : ‘ 

Feplitz 19 | anaerob 23 46,1 8Y.4 
Lit 73 | aerob 1.0 5.1 46.0 
I ” ' ee 
. | anaerol) 2.4 88.0 85.6 


Man ersieht aus den Daten der Tabelle XNXITI, dab sich 
die bei den ibrigen Kulturhefen aufgefundenen Beziehungen hinsichtlich 
der Herfiihrungsart der Hefen und des O,-EKinflusses auch bei den 
siickereihefen, wie nicht anders zu erwarten war, vollauf  bestitigt 
haben. 


6. Untersuchung an der wilden Hefe Torula utilis. 

Die wilde Hefe Torula utilis beansprucht ein besonderes Interesse, 
weil an diesem gairschwachen Organismus Hayduck und Haehn! ver- 
mittels Lufthungerziichtung die Umstimmung auf hohe Garfahigkeit 
gliickte, womit die physiologische Verwirklichung der Pasteurschen 


.conséquence de Ja vie sans air” vergebliche Bemithung eines 
halben Jahrhunderts — bei einer Hefe erreicht war. 


Zur makrometrischen Priifung der Stoffwechselverhaltnisse bei 
der wilden Hefe Torula utilis wurden die Hayduck-Haehnschen Versuche 
mit entsprechender Modifikation wiederholt. Die Liftungsziichtung 
der Torula erfolgte in der vorher beschriebenen Weise unter sterilen 
Bedingungen; die Lufthungerziichtung wurde anaerob mit Hilfe des 
zuvor erérterten Spundungsprinzips durchgefiihrt. Als Substrat diente 
teils eine besonders zusammengesetzte Melasselésung, wie in Ab- 
schnitt A beschrieben, teils Bierwiirze unter Traubenzuckerzusatz. 
Mit der getroffenem Versuchsanordnung laBt sich gleichzeitig die 
AtmungsgréBe der wilden Hefe Torula unter variierten biologischen 
Bedingungen makrometrisch feststellen bzw. priifen, ob die Umwandlung 


' F. Hayduck u. H. Haehn, a. a. O. 
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zu einem typischen Garungsorganismus auf Kosten der Atmungsin(. )). 6 


sitat vor sich gegangen ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle X\ (Vy Ku 


zusammengestellt. 
Tabelle XXIV. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messung von aerob | 
anaerob geziichteter Torula utilis. Priifung bei nicht zuwachsfahiger Auss:.t 
in Zuckerphosphatlésung. 





Art N 
der Ziichtung & do oo, VCO , 


Bierwiirze und aerob 0.6 35,6 31,8 
Traubenzucker anaerob 2,4 68,2 56.8 
| aerob 0,6 34,2 29,9 


Melameléoung \ anaerob 2.3 61,2 51.5 


Die Versuche, welche unter strenger Sterilitat durchgefiihrt wurden 
bestitigen, wie aus den Daten der Tabelle XXIV_ hervorgeht, die 
Befunde Hayducks und Haehns in vollem Umfange und damit zugleich 
von neuem die Giltigkeit der Lehre Pasteurs von der Garung als ,,con- 





Abb. 2. Unter Liiftung herangeziichtete Torula utilis. Vergr. 1000 fach 


séquence de la vie sans air’. Die von den genannten Autoren zuerst 
beobachtete morphologische Umbildung der Zellen unter O,-Abschlub, 
welche zu ausgesprochener Kulturhefeform fiihrt, finden durch die 
mikrophotographischen Abb. 2, 3 und 4 eine iiberzeugende Veranscha 
lichung. Abb. 2 zeigt die tibliche Form der unter Liiftung herangeziich 
teten wilden Hefe Torula utilis. Abb. 3 gibt eine in morphologische: Av 
Umbildung befindliche anaerobe Kultur dieser Hefe wieder, die erst e 


\ 


bt 
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6 ‘age alt ist. Abb. 4 veranschaulicht die vollzogene Umbildung zur 
X{V k ilturhefeform, die, wie stets bei anaerober Ziichtung beobachtet, zu 
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Abb. 3. Unter anaeroben Verh&ltnissen herangeziichtete Torula utilis. Kultur 6 Tage alt. 

Vergr. 1000 fach 

rst 
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die ' 

VW \bb.4. Unter anaeroben Verhiltnissen herangeziichtete Torula utilis. Kultur tiber 3 Wochen alt 
Vergr. 1000 fach. 

ch 

1e1 Ausbildung von kreisrunden Zellen gefiihrt hat. Die anaerobe Ziichtung 


rst erfolgte in einer einzigen Kultur, welche dabei tiber 3 Wochen alt 
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wurde und daher neben gesund und gut ernahrt aussehenden Z¢ 
auch abgestorbenes Hefenmaterial erkennen abt. 

Aus den makrometrisch ermittelten Zahlen geht hervor, da} 
kleine Torulazelle ein verhaltnismaBig schwach atmender und giire; 
Organismus ist, daB aber durch anaerobe Ziichtung — genau wie 
den Kulturhefen — die gesamten Stoffwechselkratte, sowohl die Atm, 
als auch die Garung, eine erhebliche Steigerung erfahren. 


CG. Einflup der Ziichtungstemperatur auf die Stoffwechselintensitaten der H 

Neben der Liiftung ist die Anwendung warmerer Ziichtun: 
temperaturen als ein auBerst wirksames Stimulans fiir die Hefe: 
vermehrung bekannt. Im Hinblick auf die vorhergehende Feststellung 
daB die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Stoffwechselleistung de: 
Hefenzelle rein vegetativ zu bewerten sei, war es von Interesse, aufzu 
klaren, ob warmere Fiihrung der Hefen eine ahnliche Auswirkung zeigt 
wie Beliiftung. Zu diesem Zwecke wurden die Unterhefen U, 547 A 
1103 und die Oberhefen O, Ld, Jena 14 einmal 5 Tage lang kalt bei 5" 
und 3 Tage lang warm bei 24° geziichtet. In Tabelle XXV_ sind 
die Durchschnittswerte zusammengestellt. 


Tabelle XXV. 
Durchschnittswerte aus den Versuchsprotokollen. Messungen von kalt (5 
und warm (24°) geziichteten untergarigen und obergarigen Bierhefen 
Priifung bei nicht zuwachsfahiger Aussaat in Zuckerphosphatlésung. 





Hefenrasse ine gaaktene Qo, Woo, Yo, 

' { kalt 23 74,6 66.5 

Unter- | warm 13 49.3 43,1 
girige } ~,- { kalt 2.6 92,7 80,6 
Bier- DATA \ warm 1,2 51,2 40,7 
hefen 1103 | kalt 2,1 70,8 64,0 
: | warm 1.1 39.6 35,2 

m kalt 13 62,3 57,8 

Ober- \ warm 09 55S 50,8 
garige | kalt 1,2 60.3 54,7 
Bier- lal. “| warm 0,7 50,3 47,7 
hefen eee O48 | kalt 1,2 56,7 51,9 
— | warm 0,7 49.5 47.2 





Aus den Messungen der warm und kalt gefiihrten untergarigen 
und obergarigen Bierhefen geht hervor, dab warmere Fiihrung de: 
Hefen im gleichen Sinne stimulierend auf die Zellvermehrung und 
abschwichend auf den Gesamtenergiestoffwechsel wirkt wie Beliiftungs 
Ziichtung. Bei den Oberhefen jedoch, die gewohnt sind, im Betriebe 
bei héherer Temperatur zu giren, tritt die Beeintrachtigung der Stoff 
wechselleistung durch warmere Ziichtung ohne vorherige Umgewoéhnung 
nicht so wesentlich in Erscheinung wie bei den Unterhefen. 
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ii Uber die Vermehrungsfihigkeit und morphologische Beschaffenheit ver- 
schiedener Hefenrassen unter anaeroben Verhialtnissen. 
Kinfiihrung. 

Nachdem sich im ersten Teil dieser Arbeit herausgestellt hat. dab dem 
s,uerstoff fiir das Leben der Hefe nur eine rein vegetative Bedeutung. 
keineswegs aber ein unmittelbarer EinfluB auf den Stoffwechselt ypus det 
Hefen zukommt, entstand aus den vorangehenden Untersuchungen die 
\ufgabe, festzustellen, wie sich die typischen Alkoholgarungspilze in bezug 
aut Stoffwechselleistung, Fortpflanzung und morphologische Beschaffenheit 
im vOllig anaeroben Nahrmedium verhalten. Die Einbeziehung dieses 
Problems ergab sich zwangsliufig von selbst, da das Prinzip der vorher- 
gehend benutzten Atmungs- und Garungsapparatur unter entsprechenden 
Modifikationen fiir die Durchfiihrung anaerober Ziichtungen anwendhar ist. 

Bisher ist in der biologischen Literatur die Fage nicht entscheidend 
heantwortet, ob die Hefen, unter denen die Erreger der alkoholischen 
Garung als anaerobe Organismen fungieren, ohne die Anwesenheit von 
molekularem Sauerstoff zu vegetieren vermégen. Den bisherigen Fest- 
stellungen in dieser Richtung liegen methodische Anordnungen zugrunde, 
wie sie fir Anoxybiontenziichtungen erdacht wurden. Schon H. Buchner! 
versuchte, auf Liebigs Anordnungen zuriickgreifend, O ,-freie Nahrbéden 


fir Anaerobiontenkulturen durch Zufiihrung von Pyrogallol Kali zu 
schaffen. In der bereits erwahnten Arbeit von Riemsdijk? wurde zum 


gleichen Zwecke reduzierendes Lebergewebeagar verwendet, dessen O,-auf- 
brauchende Wirkung mittels eines zugesetzten Indikators (alkoholische 
Glykose-Methylenblaulésung) nachgewiesen wird. Letzthin bediente sich 
J. Fortner® zur Erzielung anaerober Versuchsbedingungen des Bazillus 
prodigiosus als Sauerstoffverzehrer. Wie man ersieht, handelt es sich in 
allen Fallen um keineswegs indifferente Zusatze zum Nahrboden hzw. 
Substrat, also um physiologisch nicht einwandfreie Arbeitsmethoden, mit 
denen die wichtigen Feststellungen iiber das Sauerstoffbediirfnis der Klein- 
lebewesen erbracht werden sollten. Es ist weiterhin zu bedenken, daB bei 
der genannten Art der Versuchsanstellung der Sauerstoff allmdhlich, chemisch 
oder vegetativ, der Anaerobiontenkultur entzogen wird, so daB bei sukzessive 
eintretender Anaerobiose die Entwicklung der anaeroben Organismen vor 
sich geht. Hierbei besteht nun die stillschweigende Voraussetzung, da®B 
die vorherige Belassung der Anaerobier im QO,-Medium ohne Einflu8 auf 
deren Entwicklung sei. Erst mit der Méglichkeit einer standigen Weiter 
impfung der anaeroben Organismen in ein QO,-freies Substrat scheint die 
Frage definitiv entscheidbar zu sein, ob es tatsachlich eine Vegetation bei 
absoluter Anaerobiose gibt. 

Mit Sicherheit ist seit Pasteur* bisher nur festgestellt, daB dem Sauer- 
stoff beziiglich der Hefe die Bedeutung eines vegetativen Stimulans zu- 
kommt ; O,-Zufuhr regt den Zellenzuwachs in erheblichem MaBe an. Uber 
den Einflu8B v6élliger Anaerobiose auf die Entwicklung und auf das ener 
getische Verhalten der Hefen sind die Angaben sehr sparlich und unbestimmit. 
Die derzeitige Auffassung iiber die Bedeutung des anaeroben Zucker 


' H. Buchner, Zentralbl. f. Bakt., Abt. I, 4, 149, 1888. 

2 M. van Riemsdijk, ebendaselbst, Abt. I, SS, 229, 1922. 

3 J. Fortner, ebendaselbst, Abt. I, 110, 233. 1929. 

' L. Pasteur, Etudes sur la biére, Paris 1878, und zwar SS. 247. 
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abbaues findet nach C. Oppenheimer! auf Grund der gegenwartig 
liegenden Erfahrungen dahingehend ihre Deutung. daB der Spaltu 
stoffwechsel in der Hauptsache nur der Erhaltung diene, zu einer wes: \t 
lichen Synthese lebender Substanz aber nicht ausreiche. Die Fahig\ eit 
zu anaerobem Leben sei auch bei den Hefen nicht ohne Grenzen. Schlie®\ic} 
sterbe auch die Hefenzelle unter anaeroben Bedingungen ab. Letzteres diirft; 
allerdings auch bei Sauerstoffanwesenheit der Fall sein; denn auch unte: 
aeroben Verhaltnissen ist Jedes Leben begrenzt, sobald die Fortpflanziuny 
der Zelle z. B. durch entsprechend hohe Hefenaussaat behindert jst 
Der Sinn der vorangehenden Ansicht ist zweifellos der, daB bei Sauerstoft 
abschluB keine Erneuerung der Zellen stattfinde, also, positiv ausgedriickt 
ein Aussterben der Rasse bei Anaerobiose infolze Vermehrungsunfahigkeit 
der Organismen vor sich gehe. 

Fiir alle diese Untersuchungen fehlen aber noch die experimentellen 
Unterlagen, welche erst durch einwandfreie exakte Versuche erbracht 
werden miissen. Nachfolgend sind nun zunachst im Rahmen der vorliegende: 
Arbeit drei Hefenrassen in bezug auf ihr Verhalten und ihre morphologiscly 
Beschaffenheit in véllig anaerobem Medium beobachtet worden. 


H. Apparatur zur Anaerobiontenziichtung nebst GdrungsmeBvorrichtung 
PI { ( 


Die Erreichung vollig anaerober und physiologisch einwandfreie1 
Versuchsbedingungen ist mit Hilfe der vorher beschriebenen Entliiftungs 
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Abb. 5. Apparatur zur Anaerobiontenkultur nebst Garungsmefvorrichtung. 
+ Eudiometer zur aeroben Garungsmessung. d,f kommunizierende Biiretten zur anaeroly 
Girungsmessung. a,c, e Biirettenaufsitze zur Vorbehandlung des Gargutes. VA Verbre 
nungsrohr. W,, Wy», Waschflaschen. Sauerstoffpriifgefif, bestehend aus den verbunder 
Einzelgefaiben I, Il, I] und IV, von denen Py die Pyrogallollésung und L die Kalilauge entha!l' 
1 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 2, 1573 — 1576, 
Leipzig 1926. 
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nv thodik und vor allem unter Verwendung des Pyrogallol-Sauerstoff- 
pr ifers gelungen. Das Prinzip zur Herstellung der anaeroben Verhaltnisse 
is) das gleiche wie bei Vornahme der Entliiftung in dem Atmungs- und 
GarungsmeBapparat. Auch hier wird die Entfernung letzter Spuren von 
Seuerstoff mittels eines inerten Gases (N,) erreicht. Man leitet von Sauer- 
stoff befreiten Stickstoff so lange durch die Gesamtapparatur (siehe hierzu 
Abb. 5). bis der Sauerstoffpriifer vollige O,-Freiheit anzeigt. Eingehende 
Nachpriifungen (siehe Teil I dieser Arbeit, Abschnitt E, g) ergaben auch 
bei der vorliegenden apparativen Anordnung, daB durch die Stickstoff 
entliiftung jegliche Spur von molekularem Sauerstoff entfernt wird, also 
tatsachlich ein v6llig anaerobes Milieu geschaffen ist. 

Die Biirette d dient zur Aufnahme des Girgutes und gestattet als 
kalibriertes Eudiometer eine staindige Ablesung der entwickelten Géarungs- 
Kohlensiuremenge. Bei Herstellung der Verbindung mit Biirette / mittels 
eines Zweiwegehahns entsteht ein kommunizierendes System.  Biirette / 
hat den Zweck, die iiberschiissige Kohlensiure aus Biirette d aufzunehmen 
und am Ende jeder Gérungsfiihrung eine gleichmaBige Suspendierung det 
zu zahlenden Hefenmengen zu ermdglichen. 

Das Eudiometer 6, von genau gleichen Dimensionen wie (Biirette 
und f, wird zur Ansetzung eines parallel laufenden Vergleichsversuchs 
unter aeroben Verhaltnissen benutzt. 

Soweit es sich nicht, wie im vorliegenden Falle. um die gleichzeitige 
Messung der energetischen Leistung, sondern nur um die Feststellung der 
Wachstumsfahigkeit handelt, lassen sich statt der Quecksilberbiiretten 
selbstverstandlich gew6dhnliche KulturgeféaBe verwenden, womit eine 
mogliche Beeintrachtigung durch irgendwelche physiologischen Wirkungen 
des Quecksilbers von vornherein ausgeschaltet ist. 


J. Methodik der Versuchsanste llung. 


Nach steriler Entliiftung der anaeroben Apparatur wird in den vorher 
mit Alkohol und sterilem Wasser entkeimten Biirettenaufsatz heiBe Bier 
wiirze eingebracht, welche nun ebenfalls mittels N, zu entliiften ist. Nach 
dem Abkiihlen der Wiirze und erfolgter Entfernung der letzten Spuren 
von Sauerstoff wird die Beimpfung mit der gewiinschten Hefenzellenzahl 
mittels steriler Pipette unter Abflambieren und nachtraglicher Sterilisation 
der VerschluBteile vorgenommen. Parallel laufend mit dem anaeroben 
Ansatz wird auch der aerobe Versuch angestellt. ’ 

Sobald in dem entliifteten Gargut vdéllige Anaerobiose nachgewiesen 
ist, werden je 5cem der aeroben und anaeroben Garlésung in die beiden 
Eudiometerrohre d und 6 gebracht, welche mit Quecksilber befiillt sind. 
Dem aeroben Versuch werden gleich zu Beginn und dann bei der taglichen 
Entfernung der Garungskohlensiure jedesmal 2 ccm sterile Luft beigegeben. 
Es ist darauf besonders zu achten, daB beim Herausdriicken der Carungs- 
kohlensiure in beiden Apparaturen eine mdéglichst gleichmaBige Durch- 
mischung der Géarlésungen erfolgt. 

Nach Beendigung der Garung, die allerdings im aeroben Versuch stets 


friiher vollzogen ist, blieb die Hefe noch 2 Tage im abgegorenen Substrat 

auf Ruhe. Alsdann wurden die Garlésungen gut durchgemischt, wobei 

man Sorgfalt darauf verwenden mu8, daB auch die am Glase haftenden 

Hefenbestandteile losgelést werden. Es wird nun das Gargut bis auf 1 com 

aus den beiden Eudiometerréhren 6 und d gedriickt; der restierende Kubik 

zentimeter Giarlésung dient zum Neuanstellen mit 4 cem Bierwiirze, welche 
2 ‘ 
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in der gleichen Weise vorbehandelt ist, wie vorher beschrieben. Dir 








wonnenen 4ccem ausgegorener Hefensuspension werden zur Vornahme ' -- 
Zellenauszihlungen mittels Zeissscher Zahlkammer zur mikroskopis« 
Untersuchung und biologischen Kontrolle verwendet. Aus den Zahluncoy 
ergibt sich auch die neue Impfmenge, die beim Neuanstellen mit 4 e 
steriler entlifteter Wiirze zur Aussaat kommt. 
kK. Vergleichende anaerobe und aerobe Ziichtungsversuche nebst) Garis { 
MESSUNGEM Alt ve rschiede nen He fe HTrASSEN., 
Zur Untersuchung gelangten in mehreren’ Parallelversuchen, von 
denen aber nachfolgend jedesmal nur eine Versuchsvornahme protokollicrt Q 
ist, die untergarige Bierhefe U. die obergirige Malzbierhefe O, die Brennere- 
hefe M. Die Aussaat erfolgte in der am Kopf der Versuchsreihen angegebenen 
Zellenzahl. Die Anstelltemperatur betrug 20°. Die Messungen wurden nach 
der in Stunden notierten Angérung von 24 zu 24 Stunden vorgenommen 
was unter der Bezeichnung 2. Tag. 3. Tag usw. zu verstehen ist. 
l. Anaerobe Ziichtungs- und Garungsversuche mit untergarive! 
Bierhefe U 
Erste Gaérungsfiihrung. 
Ohne Luft; 6,0 Zellen Mit Luft; 6,0 Zellen Nac 
Entwickelte cem CO» Entwickelte cem CO, u 
Nach 20 Stunden. 15.0 27,5 be 
ver » wm J 
ees oS ea 61,0 73,0 , 
mM “a ns 32,7 20,0 ns 
__ EES eee 11,0 7.9 9 
. ~ eo 33 1,7 q 
& 2 -«.% oe 2.4 0,5 0) 
125.3 130.9 ] 
: Cresamt-( Og-Ernte Gesamt-C O,-Ernte 
26.3 Zellen. lLeistung der 38.5 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 4,8 com einzelnen Zelle 3.4 com 
2 Tage auf Ruhe 
Zweite Garungsfiihrung. 
Ohne Luft; 5,3 Zellen Mit Luft; 7,7 Zellen — 
Entwickelte com CO, Entwickelte com CO, 
Nach 20 Stunden . 23 21,4 Na 
hl ~ ~ at 
My WO oss ce 8 15,2 58.0 21 
3. 20.0 40.0 4 
4. a ; 22.6 17.3 4 
5, Par ie pry 14,0 6.4 S 
6. 8.0 3,1 e 
‘ or 1,4 ~ 
S, 5.3 0.6 9 
95,1 148.2 
Gesamt-C Og-Ernte (resamt-C Og-Ernte 
14.0 Zellen. Leistung der 35,6 Zellen. Leistung de 
einzelnen Zelle 6,8 com einzelnen Zelle 4,2 cem 


2 Tave auf Ruhe 








Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hefe. 


Dritte Garungsfiihrung. 





‘h S Stunden . 


Ohne Luft; 2,8 Zellen 


Entwickelte eem CO, 


—, ae 


tJ Ole 
— oe ee) 


nes 


oa. 
5, 
4 
3.5 
54.6 
Gesamt-C O,-Ernte 
80 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 6,8 cem 


Mit Luft; 7,1 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


14,5 

44,1 

29,7 

18.0 

10,0 

5S 

3.9 

1.6 
127.4 

Gesamt-C Og-Ernte 
300 Zellen Leistung der 
einzelnen Zelle 4,2 cem 


2 Tage auf Ruhe 


Vierte Garungsfiihrung. 





Nach 7 Stunden . 


) 


lag 


Ohne Luft; 1,6 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


nw > 


— 


Do Stl 10 o1r@ = 


ore 


C9 09 09 09 0 Hm Hm Or 
o 


38.4 
Gesamt-C O,-Ernte 
5.6 Zellen Leistung der 
einzelnen Zelle 9.9 cem 
2 Tage 


Mit Luft; 6,0 Zeller 
Entwickelte cem CO», 


11,1 
38.3 
30.8 
25.3 


Gesamt-C O,-Ernte 
28.2 Zellen Leistung de 
einzelnen Zelle 4,7 cem 


auf Ruhe 


Fiinfte Garungsfiihrung. 





» 


Nach 8 Stunden 


lag 


” 


Ohne Luft: 1,1 Zellen 
Entwickelte cem COs, 


Ot bo 
tom te 


6,2 
6.0 
3.5 
838 
30,9 


~ 


Gesamt-C Og-Ernte 
4,4 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 7,0 cem 

2 Tage 


Mit Luft: 5,6 Zellen 
Entwickelte cem CO 


2,9 
96.0 
41.3 
24,2 
14,0 
5,6 
2,7 
1.0 
177.7 
Gesamt-C 0.-Ernte 
26,0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 4.5 com 


auf Ruhe 
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Sechste Gérungsfiihrung. 





Ohne Luft; 0,9Zellen. Entw. cem CO, Mit Luft; 5,2 Zellen. Entw. cem 


Nach 20 Std. 0,3 12,2 
cS” a 4,2 20,2 
mg ‘ 5,0 30,5 
o » 4,1 26,2 
a eo 5 3,4 18,4 
ite mH 2.5 8,3 
oe 2,9 5,4 
a ae 2,6 4.2 
me wy %~ 1,8 3,6 

mw. 1,9 1,5 

a =. -s 1,0 0,5 

29,7 131,0 
Gesamt-C O»-Ernte. 2,9 Zellen Gesamt-CQ,-Ernte. 24,2 Zelle 


Leistung der einzelnen Zelle 7,6 ccm Leistung der einzelnen Zelle 5.4 
Ergebnis. 

Aus den vorstehenden sechs Garungsfiihrungen mit der untergarige: 
Bierhefe U, die in Parallelansétzen anaerob und aerob nebeneinander a! 
liefen, geht zundchst als gemeinsame Feststellung hervor, daB die Zelle: 
vermehrung in beiden Versuchsrethen von Fiihrung zu Fiihrung abnimmt 


Diese Erscheinung diirfte auf das zunehmende Alter der Kulturen und 


vielleicht auch auf einen gewissen EinfluB des Quecksilbers zuriickzufiihre: 
sein. Wesentlich ist die Beobachtung, da die untergarige Bierhefe ii 
mehreren Generationen ohne die Gegenwart von Sauerstoff zu sprosser 
vermag. Allerdings nimmt das Zuwachsvermégen im anaeroben Mediun 


von Fiihrung zu Fiihrung erheblich ab, so daB die Hefe schlieBlich wiede: 


des Sauerstoffs bedarf, um zu neuer Spro®tatigkeit angeregt zu werde: 
In allen Fallen hat die einzelne anaerob wachsende Zelle ein héheres Gi 
vermégen aufzuweisen als der einzelne aerob sprossende Zellorganismus 
Unter anaeroben Verhaltnissen schreitet die Garung von Tag zu Tag lang 
samer fort, ist aber am Ende des Versuchs stets noch intensiver im Gang: 


Die aeroben Zellen sind langlicher in der Form und durchweg stark 


gekérnt; sie enthalten Vakuolen und sind reich an Fetttrépfchen. Di 
anaerob entwickelte Hefe ist etwas gréBer und von rundlicher Gestalt 
Vakuolen sind nur vereinzelt feststellbar. 


2. Anaerobe Ziichtungs- und Garungsversuche mit obergarige! 


Bierhefe O. 
Erste Garungsfiihrung. 





Ohne Luft; 6,0 Zellen. Entw. com CO, Mit Luft; 6,0 Zellen. Entw. cem C0) 


Nach 16 Std. ik 23,3 
2.Tag... 46,3 61,2 
Be ete 25,8 40,8 
ee tet wou. so 17,4 13,2 
x ~~ 10,4 4,1 
 % 5,6 1,0 
i 3,8 0,2 

121,0 143,8 

Gesamt-C O2-Ernte. 26,0 Zellen. Gesamt-C 02-Ernte. 44,8 Zeller 


Leistung der einzelnen Zelle 4,7 ccm  Leistung der einzelnen Zelle 3,3« 
2 Tage auf Ruhe 
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Zweite Garungsfiihrung. 





\ 


‘h 16 Stunden 
lag 


Ohne Luft; 5,3 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


3,0 
10.0 
90 
10,3 
10,3 
8.0 
69 
57,5 
Gesamt-C O -Ernte 
11.0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 5,2 cem 


Mit Luft; 8.9 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


14,6 
41,3 
26.9 
8,8 
2.6 
1,0 
0,2 
95,4 
Gesamt-C O -Ernte 
35,4 Zellen. Leistung der 


einzelnen Zelle 2,7 cem 


2 Tage auf Ruhe 


Dritte Garungsfiihrung. 





Nach 20 Stunden 


9 


Tag. 


Ohne Luft; 2,2 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


3,2 
9,6 
8,8 
12,3 
99 
8.8 
6,6 
5,0 
64,2 
Gesamt-C Og-Ernte 
10,5 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 6,1 com 


Mit Luft; 7,1 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


29.0 
38.6 
24,2 
7,2 
3,3 
0,7 
0,2 
0,2 
103,4 
Gesamt-C Oo-Ernte 
33,3 Zellen. Leistung der 


einzelnen Zelle 3,1 cem 


2 Tage auf Ruhe 


Vierte Garungsfiihrung. 





Nach 16 Stunden 


9 


4. 
a) 


Tag . 


Ohne Luft; 2,1 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


Gesamt-C O,-Ernte 
7,4 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 6,1 ecm 


2 Tage 


Mit Luft; 6,7 Zellen 
Entwickelte ecm CO, 


26,0 

35,7 

29,4 

12,3 

6,2 

2,8 

1,4 

0,6 

114,4 

Gesamt-C O,-Ernte 


$4.7 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 3,3 cem 


auf Ruhe 
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Fiinfte Garungsfiihrung. 








Ohne Luft: 1,5 Zellen Mit Luft; 6,9 Zellen 
Entwickelte cem CO, Entwickelte cem CO, 
Nach 16 Stunden 1.8 24,0 
}. ae : 6.6 36.7 
3. 7,2 28.3 
4. 9,2 11,5 
5. 6,1 5,8 
: « 4.4 2,1 
= ; 2,8 0,6 
8. 2.6 0.3 
40.7 109.3 
Gesamt-C O,-Ernte Gesamt-C O,-Ernte 
5.2 Zellen. Leistung der 32.8 Zellen. Leistung de 
einzelnen Zelle 7.8 cem einzelnen Zelle 3,4 cen 
2 Tage auf Ruhe 
Sechste Gérungsfiihrung. 
Ohne Luft; 1,0 Zellen Mit Luft 6,6 Zellen 
Entwickelte cem CO, Entwickelte cem CO, 
Nach 16 Stunden . 0,5 25,4 
> Se 3,9 32,2 
. + 5,2 22.0 
a « 6,6 8,6 
es 44 4.5 
oe « 8,2 3,6 
& 2.4 2,5 
8. 2,2 0,3 
28.4 99,1 
Gesamt-C Og-Ernte Gesamt-C O,-Ernte 
88 Zellen. Leistung der 30.2 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 7,3 cem einzelnen Zelle 3,3 cc: 


Ergebnis. 
Aus den vorstehenden sechs Gérungsfiihrungen mit der obergiiriger 
Bierhefe O, die sich in Parallelansitzen anaerob und aerob vollzogen, ist 
zu entnehmen, daB auch die als ,,wiichsig’* charakterisierten obergarige! 


Bierhefen in mehreren Generationen ohne die Gegenwart von Sauerstoft 


sproB- und fortpflanzungsfahig sind. Das Zuwachsvermégen nimmt alle: 
dings von Fiihrung zu Fiihrung sichtlich ab, so daB schlieBlich der Punkt 


erreicht ist, wo sich die Vegetationsfihigkeit der Hefe erschépft hat uni 


Sauerstoff hinzutreten muB, um das Sprossungsvermégen von neue! 
anzuregen. In allen Fillen errechnete sich fiir die einzelne anaerob 
deihende Hefezelle eine gréBere Zuckerspaltungstatigkeit als fiir die aero! 
wachsende Zelle. Die Angirung vollzieht sich bei der anaeroben Het 
langsamer, ist aber am Ende der Garung noch intensiver. 

Die anaeroben Zellen haben ein hyalines Plasma, sind ohne Vakuole! 
und von rundlicher Gestalt, wahrend die aerob gewachsene Hefe Vakuole: 
enthalt, gekérnt ist und langlichere Zellformen aufweist. Die Gr6Be1 


unterschiede der aerob und anaerob geziichteten Hefe sind nicht besonders 


typisch ausgepragt. 
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Anaerobe Ziichtungs- und 
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hefe Rasse M. 


Erste Gdarungsfiihrung. 





Garungsversuche mit Brennerei- 





Nach 8 Stunden 
. Tag. 


* 


Ohne Luft; 8,0 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


—nrowe 
Se POS DD 
seb ooo 


106.5 
Gesamt-C O,-Ernte 
39,0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 2.7 cem 


Mit Luft; 8,0 Zellen 
Entwickelte cem CO» 


18,0 
44.0 
32,2 
11,5 
3,3 
0,9 
0,2 


110,1 
Gesamt-C O,-Ernte 
54.0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 2,0 cem 


2 Tage auf Ruhe / 


Zweite Gérungsfiihrung. 





Nach 16 Stunden 
2. Tag 


ss 


Ct x © 


Ohne Luft; 7,8 Zellen 
Entwickelte cem © O» 


20,0 
35,7 
26.0 
14,2 
7,2 
49 
3,5 
3,6 
115.1 
Gesamt-C Og-Ernte 
33.0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 3,5 cem 


Mit Luft; 10,8 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


23,0 
42.3 
33,4 
17,6 
4.5 
1,9 
1,0 
0.2 


123.9 
Gesamt-C O,-Ernte 
42.2 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 3,0 cem 


2 Tage auf Ruhe. 


Dritte Garungsfiihrung. 





Nach 16 Stunden 
2. Tag. 


Ohne Luft; 6,6 Zellen 
Entwickelte cem CO», 


11,0 
26,2 
15,1 
8.8 
4.4 
3.8 
2,4 
2.6 
74,3 
Gesamt-C O.-Ernte 
21.0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 3,6 cem 
2 Tage at 


Biochemische Zeitschrift Band 246. 


Mit Luft: 84 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


18.0 
38,7 
24,2 
11,3 
3.9 
1.9 
0,4 
0,1 
98,5 
Gesamt-C Og-Ernte 
35.0 Zellen. Leistung der 
einzelnen Zelle 2,8 com 
if Ruhe 


D4 
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Vierte Garungsfiihrung. 





Nach 16 Stunden 


2. Tag 
- ~« 
4. 

5. 

6. 

<p 

Ss. 


14.9 Zellen. 


Ohne Luft; 4,2 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


3,2 


Gesamt-C Og-Ernte 


34.5 Zellen, 


Leistung der 
einzelnen Zelle 3,3 cem 


Mit Luft: 7,0 Zellen 
Entwickelte cem CO, 
19,0 
35,0 
16,2 
14,3 
-/ 
O,0 


’ 


IO OO 
— jm 


99.9 


Gresamt-C O,-Ernte 


2 Tage auf Ruhe 


Fiinfte Garungsfiihrung. 


Leistung der 
einzelnen Zelle 2,9 cem 





Nach 16 Stunden 
2. Tag . 


>. «< 
4. 
5. 
- 
a 
S. 


9.9 Zellen. 


Ohne Luft; 3,0 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


39,9 
Gesamt-C Og-Ernte 


30,0 Zellen. 


einzelnen Zelle 3,1 ce 


Leistung der 
einzelnen Zelle 4,0 eem 


Mit Luft; 6.9 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


16,0 


Gesamt-C O,-Ernte 


2 Tage auf Ruhe 


Sechste Garungsfiihrung. 


Leistung der 


m 





Nach 16 Stunden 


2. Tag. 

a 

4. 

_ 

6. ‘ 
i 

a 


6,0 Zellen. 


Ohne Luft; 2,0 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


— 
~ 


WM WornIwor 
Oi Orie to toe 


36,7 
Gesamt-C O.-Ernte 


Leistung der 26,2 Zellen. 


einzelnen Zelle 6,1 ccm 


Mit Luft: 6,0 Zellen 
Entwickelte cem CO, 


17,0 
29,0 
18,7 
9,2 
4,2 
1 


“In © 


1, 
0, 
81,9 
Gesamt-C O,-Ernte 


Leistung der 
einzelnen Zelle 3,1 cem 
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Erqe bn 7s. 


Aus dem Ablauf der sechs anaeroben und aeroben Carungstiihrungen 
it der Brennereihefe Rasse M geht hervor. daB®B selbst diese sonst im 
Luftungsverfahren geziichtete Hefe unter anaeroben Verhaltnissen wahrend 
ehrerer Generationen zu sprossen und junge Zellen zu bilden vermag. 
Das Vermehrungsvermégen nimmt im anaeroben Medium von Fiihrung 

Fiihrung ersichtlich ab, so daB die Fortpflanzungsfaihigkeit ohne Mit- 
wirkung von molekularem Sauerstoff begrenzt ist. Die einzee anaerob 
vewachsene Zelle spaltet in allen Fiihrungen mehr Zucker als die einzelne 
wrob entwickelte. 

Die aerob gewachsene Hefe ist kleinzelliger. stark gekérnt und mit 
elen Fetttrépfchen angefiillt, wahrend die anaerob entwickelten Zellen 
eilweise ziemlich gealtert aussehen, aber von gréBerer und rundlicher 
Form sind und in einzelnen jiingeren Individuen noch die typische hyaline 
Beschaffenheit des Plasmas erkennen lassen. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Kinen Hauptanteil der vorliegenden Arbeit bildet die Konstruktion 
einer Apparatur, welche die Messung von Atmung und Garung an den 
verschiedensten biologischen Objekten zum ersten Male auf direktem 
makrometrischen Wege erméglicht. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es 
einerseits durchfiihrbar, die Garungsgeschwindigkeit bei absoluter 
Anaerobiose zu ermitteln, andererseits lassen sich bei aerober Versuchs- 
anordnung Atmungs- und Gérungsmessungen unter quantitativer 
Dosierung der aufzuwendenden O,-Mengen vornehmen. Vorbedingung 
fir die Ausfiihrbarkeit derartiger Messungen war die Existenz eines 
hochempfindlichen Indikators zum Nachweis von O,-Gegenwart bzw. 
-Abwesenheit. Mit der Herstellung des beschriebenen Sauerstoff- 
prifapparats, welcher noch geringste Spuren von O, (0,05 ccm = 0,07 mg) 
mit groBer Deutlichkeit anzeigt, ist dem E1fordernis der hochempfind- 
lichen Q,-Indikation in jeder Hinsicht geniigt, dartiber hinausgehend 
aber erstmalig die Méglichkeit geschaffen worden, Anaerobionten- 
ziichtungen auf physiologisch einwandfreier Basis im fliissigen Nahr- 
medium durchzufiihren, indem mittels eines inerten Gases entliftet 
und auBerhalb des Substrats mit Hilfe des Sauerstoffpriifapparats auf 
Abwesenheit von QO, gepriift wird. Erst mit der Moéglichkeit einer 
standigen Weitecimpfung der anaeroben Organismen in ein O,-freies 
Substrat wird die Frage definitiv zu entscheiden sein, ob es tatsachlich 
eine Vegetation bei absoluter Anaerobiose gibt. 


In vorliegender Arbeit wurden nun Messungen des Energiestoff- 


wechsels — mit Riicksicht auf die Vielseitigkeit des biologischen 
Materials -- zunachst nur an bestimmten einzelligen Lebewesen, an 


verschiedenen Arten von Hefen vorgenommen; hiermit ist zugleich 
chronologisch an die heute noch maBgeblichen Arbeiten Pasteurs 
angekniipft. Und es kann gleich allen Ergebnissen vorangestellt werden, 


- 
Zo” 
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da sich auch in den vorliegenden Untersuchungen die Lehre Paste; 
von der Garung als ,,conséquence de la vie sans air“ in ihrem eleny 
taren Anspruch bestatigt hat; aber die ,,Folge des Lebens ohne Lut 
ist biologisch als eine noch viel weittragendere zu werten, als vo) 
Pasteur ausgesprochen und bisher erkannt wurde. 

Zunachst hat sich bei simtlichen untersuchten Kulturhefen 
geben, was Hayduck und Haehn (l. c.) bereits an der wilden Hefe Torula 
utilis fastgestellt hatten, daB Ziichtung im anaeroben Medium ein 
betrachtliche Steigerung des Garungsvermégens der einzelnen Ze|| 
im Pasteurschen Sinne verursacht. Im Zusammenhang mit diesem 
Ergebnis konnte nun aber gleichzeitig eine weitere bemerkenswerte 
Begleiterscheinung beobachtet werden; alle Hefenzellen unterliegen 
namlich bei anaerobem Wachstum, was wiederum Hayduck und Hach» 
an der wilden Hefe Torula utilis als erste erkannten, einer charak 
teristischen morphologischen Umbildung (siehe hierzu die mikro- 
photographischen Abb.2 bis 4). Die Auffindung dieser vegetative 
Umbildung der Zellen bei Ziichtung ohne Sauerstoff hat, wie sich noch 
zeigen wird, zu einer neuen Auffassung von der Bedeutung des Sauer- 
stoffs fiir den Stoffwechsel der Hefen gefiihrt und eine Klarstellung 
mancher bisher scheinbar unvereinbarer Widerspriiche in der Biologie 
der Hefen erbracht. 

Uberraschenderweise trat bei den makrometrischen Stoffwechsel- 
bestimmungen eine ganz neue ,,conséquence de la vie sans air“ zutag 
die sich bei allen Hefenrassen als gesetzmaBig herausstellte. Die an- 
aerobe Ziichtung der Hefen bewirkt namlich nicht nur eine betrachtliche 
Steigerung der Garungsintensitat im Gegensatz zu aerob oder halb- 
anaerob herangewachsenen Hefen, sondern auch eine entsprechend 
Erhéhung der Atemtatigkeit, also eine Stimulation der gesamten 
Stoffwechselfunktionen. Die Feststellung ist um so eigenartiger, als 
man bisher angenommen hatte, daB in der Stoffwechsel6konomie de 
Hefe eine Wechselwirkung zwischen Atmung und Gdarung bestelit, 
indem der eine Typus auf Kosten des anderen dominiert, also gleichsam 
eine Umschaltung der einen Steffwechselart zugunsten oder zuungunsten 
der anderen stattfindet. In diesem Zusammenhang verdient die Angabe 
von K. Trautwein und J. Wassermann (a. a. O.) Beachtung, daB ,,Hefen, 
die eine hohe Garungsgeschwindigkeit haben, auch eine hohe Atmungs- 
geschwindigkeit besitzen“. 

Priift man nun in Parallelversuchen die anaerob herangeziichtete! 
Hefenzellen bei nicht zuwachsfahiger Aussaat (Bierwiirze oder Zucke: 
phosphatlésung) erstens unter aeroben und zweitens unter anaeroben 
Verhaltnissen, so ergibt sich wiederum eine ganz unerwartete Fest- 
stellung, daB naimlich bei Ausschaltung des Vermehrungsmomentes de: 
Sauerstoff nicht nur indifferent, sondern in vielen Fallen eher anregend 








aste j 


lem 
» Luft 


Is Vo! 


fen e 
Torula 
m ene 
1 Zelle 
diesem 
IsSwerte 
rliegen 
Haehn 
harak 
mikro- 
tatire n 
h noch 
Sauer- 
tellung 


iologie 


echsel- 
hutage, 
Jie an- 
htliche 
* halb- 
chende 
amten 
er, als 
lie de 
estelit, 
ichsam 
unsten 
Lngabe 
Hefen. 


nungs- 


htete! 
ucket 
eroben 

Fest- 
es del 


rege nd 





Bedeutung des Sauerstoffs fir die Hefe. 381 


if das Garungsvermoégen der fertig ausgebildeten, nicht in Vermehrung 
befindlichen Zellen wirkt. Die gleiche Tatsache bestatigt sich durch- 
gehend bei aerob und halbanaerob geziichteten Hefen. So ergibt sich 
bis hierher aus den vorliegenden Untersuchungen, daB die Pasteursche 

‘onséquence de la vie sans air“ tatsaéchlich nur bei der Ziichtung der 
Zellen in volle Erscheinung tritt, indem unter anaeroben Wachstums- 
bedingungen nicht nur das Garungsvermégen, sondern der gesamte 
energetische Stoffwechselapparat, also auch die Atmung, stimuliert 
wird; fur die fertig ausgebildete, nicht in Vermehrung befindliche 
Zelle existiert aber die Pasteursche Konsequenz der Anaerobiose nicht. 

Es war nun im weiteren Verfolg dieses Ergebnisses von Interesse, 
zu wissen, wie es sich mit der ,,conséquence de la vie avec air’ verhalt. 
Nach den vorherigen Ausfiihrungen ist es woh] verstandlich geworden, 
warum Pasteur der Beweis nicht gelang, daB Sauerstoff bei unmittel- 
barer Einwirkung auf eine giarende Hefemasse einen hemmenden 
KinfluB ausiibe. Wir haben gesehen, daB eine derartige Einwirkung 
im Pasteurschen Sinne nur auf eine in Vermehrung befindliche Aussaat 
stattfindet. Man hat nun gemeinhin angenommen, daB Ziichtung bei 
reichlicher Luftzufuhr — analog der Garungssteigerung bei anaerobem 
Wachstum -- eine Zunahme der Atmungsintensitét zur Folge hat. 
Bei makrometrischer Nachprifung und unter den vorliegend ge- 
wahlten Versuchsbedingungen ergab sich jedoch, daB die unter sterilen 
Bedingungen 3 Tage lang geliiftete Rasse XII gegeniiber der acht- 
stiindig geliifteten nicht nur betrachtlich an Garungsvermégen, sondern 
auch an Atmungsintensitat eingebiiBt hatte. Diese letztere Feststellung 
bestatigte sich durchgehend bei allen untersuchten Hefenrassen, vor 
allem auch bei der als besonders ,,atmungsbediuftig geltenden wilden 
Hefe Torula utilis, so daB sich hier wiederum eine neue biologische 
GesetzmaBigkeit ableitet: Ziichtung der Hefen bei reichlicher Luft- 
zufuhr vermindert nicht nur das Gaérungsvermégen, sondern auch die 
Atmungsintensitét, hat also eine Schwachung der gesamten Stoff- 
wechselfunktionen zur Folge. 

Nach den vorliegenden Resultaten ist die Bedeutung des Sauer- 
stoffs fiir die energetische Leistungsfaihigkeit der einzelnen Hefezelle 
rein vegetativ zu werten. Der Hefepilz, der bei nicht zu geringer Aussaat 
in mehreren Generationen vollig anaerob zu sprossen vermag, wie sich 
im zweiten Teil dieser Arbeit ergeben hat, bedarf zu einem bestimmten 
Zeitpunkt schlieBlich doch wieder des Sauerstoffs, um wachstumsfahig 


zu bleiben. 

Schon in kleinen Mengen ist der Sauerstoff jedoch als ein auBer- 
ordentlich starkes Stimulans fiir die Vegetation aller Hefen erkannt 
worden. Die kiinstliche Steigerung der Vermehrungsfahigkeit ist nun 
allem Anschein nach — wie jede Art von Stimulation — mit einem 
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gesteigerten Energieaufwand verbunden, der eine Schwachung « 
Tochterzellen im Gefoly 
hat. Fur diese Annahme spricht schon der mikroskopische Befuind 
aber noch weit mehr die Messung der Garungs- und Atmungsgesch wind; 


Mutter- und auch der forciert entwickelten 


keiten, welche in allen Fallen eine betrachtliche Herabminderung de: 
energetischen Stoffwechselleistungen von aerob gewachsenen Organise: 
erkennen lieB. Genau umgekehit verhalt es sich mit den anaero! 
herangeziichteten Hefen, welche sich durch gesunde, kraftige Ze! 
formen und durch einen entsprechend héheren Energieumsatz aus 
zeichnen. Analoge Beispiele liefert in groBer Zahl die landwirtschaftlicl 
Ziichtungslehre, nach welcher Uberziichtung stets ein Saatgut von 
schlechteren vitalen Eigenschaften ergibt. 

Ein der Liftung gleichartiges Stimulans fiir die Vegetation der Hefen 
ist in der Temperatur gegeben. Hefen, die unter gleichen biologischen 
Verhaltnissen, aber bei verschieden hohen Temperaturen geziichtet 
werden (5 und 24°), unterscheiden sich in ihren energetischen Leistungen 
in ahnlicher Proportion wie anaerob und aerob gewachsene Organismen 

Inallen Fallen ist mit der Erhéhung bzw. Erniedrigung der Garungs 
intensitat durch vegetative Beeinflussung auch eine entsprechenc 
Steigerung bzw. Herabminderung der Atmungsgeschwindigkeit ver- 
bunden. Eine Wechselwirkung von Atmung und Garung in dem Sinne 
daB Dominieren des einen Stoffwechselstypus ein Zuriicktreten des 
anderen bedingt, ist nicht festzustellen gewesen. 

Auf fertig ausgebildete, nicht in Vermehrung befindliche Hefen 
zellen wirkt der Sauerstoff indifferent, keineswegs hemmend, in vielen 
Fallen sogar anregend auf die Tatigkeit der desmolytischen Enzyme 

Fermentchemisch ist Garung, d.h. die Spaltung des Zuckers zu 
Alkohol und Kohlenséure, unbestreitbar die Folge anaerober Enzym 
tatigkeiten, nachdemC. Neuberg! den oxydoreduktivenChemismus diese- 
Vorganges durch quantitative Isolierung der einzelnen Intermedia: 
produkte und Zwischenstufen klargestellt hat. Biologisch tvitt Garung 
bei den verschiedensten Zellen und Geweben vegetabilischer und ani 
malischer Herkunft unzweifelhaft als ,,conséquence de la vie sans ail 
in Erscheinung, was aus dem alternierenden Auftreten von Alkoho! 
unter anaeroben Lebensbedingungen hervorgeht. Hefen garen auch 
bei Gegenwart von Luft; fiir sie ist die ,,conséquence de la vie ave 
air’ nicht ausschlieBlich Atmungsstoffwechsel, keineswegs Atmungs 
steigerung, wie auch ihre Garungsfahigkeit nicht zwangslaufig durc! 
eine ,,vie sans air‘‘ bedingt ist. Die Folge des Lebens mit und ohne Lutt 
wirkt sich auf den Hefepilz viel tiefgreifender aus, namlich vegetatiy 
zellkonstitutionell, was in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnt« 


1 OC. Newberg. a. a. O. 
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Mikromethode zur Harnstoffbestimmung 
in tierischen Fliissigkeiten, besonders im Blute. 


Von 
Buichiro Matsumoto. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Kanazawa.) 


(Eingegangen am 16. Juni 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Im Jahre 1854 hat zuerst £. W. Davy (1) mit Natriumhypochlorit 
(NaClO) den Harnstoff in Stickstoff und Kohlensaure zerlegt und die 
Menge des ersteren bestimmt; dann hat im Jahre 1858 Leconte (2) 
dieselbe Methode beschrieben und empfohlen. Aber diese Methode 
wurde nicht lange allgemein verwendet, weil einerseits die Wirkung 
des unterchlorigsauren Natriums auf Harnstoff unzuverlissig, anderer- 
seits die Verfahren noch mangelhaft waren. Im Jahre 1860 hat 
W. Knop (3) (4) zuerst das Natriumhypobromit (Na BrO) zur Harn- 
stoffbestimmung angewendet; dieses Reagens ist wirksamer und halt- 
barer, und die Bereitung ist leichter, daher ist dessen Anwendung 
weit verbreitet (Bromlaugenmethode zur Harnstoffbestimmung). 
Spiter haben G. Hiifner (5) (6) und seine Schiiler diese Methode 
nachgeprift und ermittelt, daB die Stickstoffmenge, die aus 1g 
Harnstoff durch Bromlauge abgespalten wird, im Vergleich zur 
theoretischen (= 373 ccm) deutlich geringer ist, naémlich nur 354,3 ccm. 
Daher soll dieser Faktor (373/354,3) bei der Harnstoffbestimmung 
mittels der Bromlauge benutzt werden. Das riihrt daher, daB einerseits 
die Reaktion, durch die aus Harnstoff Stickstoff frei wird, nicht ganz 
vollstindig verliuft, andererseits ein Teil des Stickstoffs weiter zu 
Salpetersiure oxydiert wird. 

Die quantitative Harnstoffbestimmung im Blute mittels Brom- 
lauge ist von Ivon, Ambard u. Hallion, Widal (7), J. Barcroft (8), R. Sie- 
beck (9), H. Strauss (10), K. L. Gad-Andresen (11) usw. in verschiedenen 
Formen angegeben worden. Man fillt die Proteinstoffe des Blutes 
und bestimmt im Filtrate den Harnstoff mit Bromlauge. Nachdem 
man die Ureasemethode gefunden hatte, wurde die Bromlaugen- 
methode nach und nach zuriickgedrangt. Aber der Einfachheit halber 


wurde diese Methode in verbesserter Form in letzter Zeit wieder von 
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van Slyke (12) empfohlen. H. Kamijo (13) hat neuerdings ein \ 
fahren mit Bromlauge und neu konstruiertem Ureometer angege}) 
Die meisten Methoden scheinen aber nicht praktisch zu sein, weil 
entweder umstandlich und zeitraubend oder nicht ausreichend genay 
sind. Die jetzt im allgemeinen weit verbreitete, ausgezeichnete \| 
thode der Reststickstoff-bestimmung nach Bang ist fiir Kliniker no. 
nicht ganz einfach. Ich habe mich daher bemiiht, eine Methode aus 
zuarbeiten, die die Bestimmung des Harnstoffs in méglichst wenig 
Blut einfach und exakt erméglicht, weil die Untersuchung des Har: 
stoffs fiir die Beurteilung der Nierenleistung eine grobe Bedeutung hat 


I. Meine Mikromethode zur Harnstoffbestimmung. 
Bevor ich zu den eigentlichen Versuchen iibergehe, wird es nétiy 
sein, das Prinzip und die Ausfiihrung meiner Methode, sowie das von 
mir ausgearbeitete Mikroureometer usw. zu besprechen. 


Prinzip. In das Mikroureometer (Abb. 1) bringt man zuerst ein 
bestimmte Menge Blutfiltrat, treibt die Luft im Ureometer vollstéandig 


n | Abb. 1. 


Mikroureometer, '/, natiirliche Grote 


| rT  |,. r = Reaktionsgefi® (Inhalt etwa 
| o> 
| I 10cem, eingeteilt von unten in 
= H 1 bis 7cem), worin der Harn- 
Ut. f stoff und die Bromlauge rea- 
1) G07 137 giert. 
Hh] B22 H 
it OCF « e, e' = Eudiometer, das Gesamtvolum 
DD 
i ons é | a betrigt Icem. Der Inhalt des 
W G06 Le oberen Kapillarstiickes ist 
+] G07 | 0,3 cem, das in je 0,005 cem ein- 
| G08 i geteilt ist. Der Inhalt des 
4 G09 ; sacs 
14 KG? unteren, dickeren Stiickes ist 
iN y a 
/ \G2 - GY 0,7cem, das in je 0,lcecm ein- 
c c 4) reteil “ 
G5 7 geteilt ist. 
com ccm hy, he = Hahne, mit Hahnfett geschmiert 
1; 2 
7. 7 bza 
a ” 4 . s 
; : , s= Kapillarrohr von etwa 1,5 mm 
- innerem Durchmesser. 
7 s 
nN fs g==Gummischlauch mit Mund 
h : 
jn | o? . - 
— =~ - stiick m, zum Einsaugen von 
{| ; Blutfiltrat und Bromlauge. 
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aus. indem man Kohlenséure durchleitet. Dann fiihrt man eine bestimmte 
Menge Bromlauge ein und schiittelt das hermetisch abgeschlossene Ureo- 
meter durch. Dabei wird nur der Stickstoff in Freiheit gesetzt, die Menge 
Stickstoff, wie ublich, gemessen, und daraus die Harnstoffmenge berechnet. 

Reagenzien: 1. Bromlauge, 10n NaOH (40 g¢/d1*) 100 cem, Brom 
2.5cem. 2. Kohlenséure aus Marmor und Salzséure im Kippschen Apparat, 
der von Suto modifiziert wurde (14). 3. Mit Kohlenséure gesattigtes 
\\ asser 

Ausfiihrung: 1 bis 5cem Blutfiltrat (entsprechend 0,1 bis 0,5 cem 
Blut) werden zuerst in ein Reagenzglas gegossen, dann der Schenkel des 


A tg 4 


‘hers 


Abb. 2. 

Einrichtung zur Harnstoffbestimmung nach Matsumoto. | ,¢ natiirliche Gribe 
Ureometers darin eingetaucht, und unter Offnen der beiden Hahne hy, h, 
durch Saugen an einem Ende des Gummischlauchs das Filtrat in r ein- 
gefiillt. Das Reagenzglas und der Schenkel des Ureometers werden einige 
Male ausgewaschen, das Waschwasser wird ebenfalls in r eingesogen. Die 
Gesamtmenge des Blutfiltrats und Waschwassers soll etwa 7 ccm betragen. 
Nun verbindet man k mit dem Gasentwickler, und leitet die Kohlensaéure 
etwa 3 Minuten lang unter Offnen der beiden Hahne durch; dadurch wird 
die Luft im Ureometer vollkommen von der Kohlenséure vertrieben. Die 
Hahne werden dann geschlossen, der untere Schenkel wird in die Brom- 
lauge eingetaucht, 1,5 bis 2cem davon in r eingesogen, dann werden die 


ll 


‘ramm /Deziliter. 











386 B. Matsumoto: 


Hahne wieder geschlossen und das Ureometer etwa 30 Sekunden (ung: 

90 mal) stark geschiittelt. Da die Kohlenséiure sich mit der Natron! 
verbindet und sich der Druck im Ureometer plétzlich vermindert, entwe) |; 
der aus dem Harnstoff abgespaltete Stickstoff schnell aus der Lésung. |) 
negative Druck im Ureometer wird durch Einlaufen des Kohlensii 
wassers mit dem aéuBeren atmospharischen Druck ausgeglichen. Das St 
stoffgas sammelt sich in ¢ an. Nun wird das Ureometer in Wasser \ 
bestimmter Temperatur eingetaucht und nach einigen Minuten da. 
Volumen v des Stickstoffs bei dieser Temperatur ¢ und bei dem atmosphiui 
sehen Druck hy abgelesen; daraus laBt sich vy und die Menge des Harnsto/t. 
berechnen : 


v hg—e x» 100 + 
vo = — nae U g/dl. 
1+ at 760 373 on 
e = Tension des Wasserdampfs in Millimeter Hg; » Menge (Kubik 


zentimeter) der zu priifenden Lésung. 
Wenn man das Gasvolumen v bei 18°C abgelesen hat und den atm 
spharischen Druck auBer acht laBt, so wird die Berechnung ganz enorn 

vereinfacht. 
y 


1.0661 ~ °° 994 


Vo 

Fiir klinische Zwecke diirfte es wohl zulassig sein, den atmosphia 
schen Druck nicht zu beriicksichtigen, weil er im Durchschnitt ungefa} 
ho - € 745 15.4 


—— zwischen —— 
760 760 


zwischen 745—» 775mm liegt und der Wert 


775 — 15,4 nee 
und "60 , also von 0.96 bis 1,0 schwankt, die Differenz der beide: 
faa) 
Zahlen also nur 4°, betragt. 
Il. Experimenteller Teil. 
1. Evakuation des Ureometers. 
Um das Ureometer vollkommen evakuieren zu kénnen, habe ic! 
einige Versuche angestellt. 
a) ZweckmaBigste Menge Fliissigkeit im Ureometer. 


Zur Beantwortung der genannten Frage habe ich einerseits du: 


das leere Ureometer, andererseits den mit verschiedenen Mengen Wasse! 


beschickten Apparat 3 Minuten lang Kohlenséure durchgeleitet, dam 


1,5 cem 15°,ige Natronlauge eingelassen, geschiittelt und schlieBlich mi 


Kohlenséurewasser nachgefiillt. Die im Ureometer zuriickgebliebene Menu 
Gas war nicht gleich, wie die folgende Tabelle zeigt. 


Tabelle I. 


Volumen des Ureometers etwa 10 ccm. 





Zuriickgebliebene 


Wassermenge Gasmenge 
ecm eem 
0 0,060 
2.5 0,044 
5,0 0,018 


7,5 0,009 
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Ohne Ausnahme fand man im Ureometer eine ganz geringe Menge Gas, 
welches immer von der Menge des ins ReaktionsgefaB eingefiillten Wassers 
abhangt. Als am zweckmaéBigsten empfehle ich, das GefiB mit etwa 
sicben Zehntel seines Volumens zu fiillen. 


Dauer der Durchleitung von Kohlensaure zum Austreiben der 
Ureometerluft. 


Es ist notwendig, zu entscheiden, wie lange die Kohlenséure durch- 
geleitet werden mu8B, um die Luft aus dem Ureometer vollstandig aus- 
zutreiben. In das Ureometer werden zunaéchst 7,5 ccm Wasser gegossen, 
dann | bis 5 Minuten lang Kohlensaéure durchgeleitet (250 bis 300 cem CO, 
pro Minute). Die weitere Behandlung ist ganz ebenso wie bei den vorigen 
Versuchen. Aus der Tabelle Il erhellt, daB die zuriickgebliebene Gasmenge 
von der Dauer der Durchleitung von Kohlenséure abhangt und nach drei- 
minutigem Durchleiten fast konstant und ganz gering wird. Praktisch 
darf sie als Null bezeichnet werden. 


Tabelle Il. 





Zuriickgebliebene 
Dauer der Gasmenge 
C O»-Durehleitung 


ecm 
1 Min. 0,034 
S « 0,021 
- « 0,010 
oe 0.010 


c) Kohlensaéurewasser. 

Zum Nachfiillen des evakuierten Ureometers habe ich einmal 
gewOhnliches destilliertes Wasser, das andere Mal Kohlenséurewasser 
benutzt und die zuriickgebliebene Gasmenge in beiden Fallen ver- 
glichen. Bei diesem Versuche fand man zwar keinen deutlichen Unter- 
schied zwischen den beiden Fallen. Aber es ist zu bemerken, da das 
Kohlenséiurewasser etwas giinstiger gewirkt hat. 


Tabelle Ill. 





Zuriickgebliebene 


Eingefiilltes Wasser Gasmenge 
ecm 
Destilliertes Wasser 0,012 
CO -Wasser .. . 0,009 


d) Um die Menge und Konzentration der Natronlauge zu bestimmen, 
habe ich zuerst mit 1,5cem von 2,5, 5 und 10n Natronlauge einige 


Versuche angestellt. 


Die Resultate sind aus der Tabelle IV ersichtlich. 
t 
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Tabelle 1V. 








2,5n NaOH 5n NaOH 10n NaO} 
10 g/dl 20 g/dl 40 g/dl 
0,0280 0,0065 0, praktiscl 
0,0290 0,0005 0 a 
0,0380 0.0000 0 
Zuriickgebliebene | 0,0380 0,0000 0 
Gasmenge, ccm 0.0240 0,0050 0 
0,0270 0.0060 0 es 
0,0390 0,0045 0 
0,0230 0,0075 0 
Im Mittel: 0,0310 0,0038 0, praktisch 


Wenn man 1,5ccm von 10n Natronlauge benutzt, so bleibt nw 
eine ganz geringe Menge Gas zuriick, die praktisch als Null bezeichnet 
werden kann. 

Die geringe zuriickbleibende Gasmenge riihrt wahrscheinlich daher 
daB die Kohlenséiure und Natronlauge eine ganz geringe Menge von 
Sauerstoff und Stickstoff beigemischt enthalten. Man kann sie abe: 
vernachlassigen, da sie auBerst gering ist. 


Tabelle V. 





Zuriickgebliebene 
Gasmenge 


Menge des Wassers 


im ReaktionsgefaB | Menge der 10n NaOH 


ecm ecm ecm 
7 1,0 0, praktisch 
7 1,5 0 in 
7 2.0 0 i 
7 3,0 0 a 


Nach wiederholter Beobachtung hat sich herausgestellt, dai 
leem von 10n Natronlauge schon geniigt, um die Kohlensaure voll- 
kommen zu absorbieren. 


Aus den genannten Versuchen von a) bis d) ergaben sich folgende 
Resultate : 


Um das Ureometer luftleer zu machen, saugt man in das Ureo- 
meter etwa 7ccm Wasser ein, leitet das Kohlensiuregas 3 Minuten 
lang tiichtig durch, saugt 1,5ccm von 10n Natronlauge ein; die beiden 
Hahne werden geschlossen und die Fliissigkeit tiichtig geschiitte!t. 


2. Die Menge Stickstoff, die aus Harnstoff durch Einwirkung von Bromlaug 
entwickelt wird. 


Man stellte mit gereinigtem Harnstoff (Kahlbaum) eine 1°, ige 
Lésung her, 10 cem davon wurden kjeldahlisiert. Der erhaltene Stick- 
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stoff oder die daraus berechnete Harnstoffmenge entspricht 99,83°, 
der Theorie. Alle folgenden Versuche wurden mit dem genannten 
Harnstoff ausgefiihrt. 

Tabelle VI. 





+ 


Nr XN I 100 « : , gefunden 
£g 4 U, gebraucht 

1 0.4655 0,9976 99,76 

2 0,4655 0,9976 99,76 

3 0.4665 0,9997 99,97 


a) Die Zusammensetzung der Bromlauge. 


Nach den Angaben von M. Krogh (15) (16) ist die Menge des aus Harn- 
stoff abgespalteten Stickstoffs von der Zusamjmensetzung der Bromlauge 
abhangig, und zwar je weniger Brom im Verhaltnis zur Natronlauge das 
Reagens enthalt. um so gréBer wird die Gasentwicklung. Wie schon er- 
wahnt, muB man, um das Ureometer luftleer zu machen, 10 n Natronlauge 
benutzen. Daher habe ich zur Herstellung der Bromlauge Netronlauge 
derselben Konzentration benutzt. Um die passende Menge Brom zu er- 
mitteln. habe ich 10 ccm 10n Natronlauge mit wechselnder Menge Brom 





versetzt. 
Tabelle VII. 
Oa See vem poe (a) sacaieae (b) 100 - . 

ecm ecm mg mg 

10 1,0 0,246 0,250 98,4 
10 0,5 0,246 0,250 98.4 
10 0,25 0,246 0,250 98.4 
10 0,125 0,246 0,250 98,4 
10 0,0625 0,246 0,250 98,4 
10 0,0313 0,234 0,250 93.0 
10 0,0156 0,191 0,250 76,0 
10 0.0078 0.052 0,250 20.8 


Die Resultate sind folgende: Die Bromlauge, die aus 10 cem von 
l0n Natronlauge und 0,063 ccm Brom hergestellt wird, hat schon 
geniigende Wirkung, genauer gesagt, die durch diese Bromlauge aus 
Harnstoff abgespaltene Stickstoffmenge entspricht schon 98,4°,, der 
Theorie, welche Menge durch Vermehrung von Brom nicht mehr 
wachst. Da die Wirkung der Bromlauge bei der Aufbewahrung nach 
und nach sich vermindert, pflege ich zur Herstellung der Bromlauge 
100 cem 10n Natronlauge mit 1,5 bis 2,45cem Brom zu versetzen (17) 


b) Die Haltbarkeit der Bromlauge. 


Friiher war man gewéhnt, die Bromlauge vor jedem Versuch neu zu 
bereiten, weil die Wirkung sehr rasch zuriickgeht. Man kann das einiger- 
maBen in folgender Weise beseitigen, wenn man die nach genannter Vor- 
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schrift hergestellte Bromlauge in einer braunen Flasche an einem k 
Ort aufbewahrt, wie die Daten der Tabelle VIII zeigen. 


Tabelle VIII. 





+ + 


Dauer der U U ‘ 
Aufbewahrung gefunden (a) berechnet (b) 100) - : 
Tage mg mg 
0 0,249 0,250 99,5 
6 0,249 (0,250 99.5 
28 0,237 0.250 94,7 
43 0,235 0,250 94.0 


c) Schitteldauer des Ureometers. 


Beim Vermischen von Harnstofflésung und Bromlauge entwickelt 
sich der Stickstoff nur langsam. Zur Foérderung der Trennung des 
Gases aus der Lésung muB man ohne Unterbrechung tiichtig schiitteln 
Um die Dauer des Schiittelns festzustellen, habe ich folgende Versuch« 
angestellt: Das Ureometer wird mit der Harnstofflésung beschickt 
Kohlensaiure durchgeleitet und mit Bromlauge beschickt. Nun habe 
ich versucht, wie lange das Ureometer, das das Gemisch enthalt, ge- 
schiittelt werden muB, um den Stickstoff vollstandig aus der Lésung 
auszutreiben. 


Tabelle 1X a. 








Dauer des U U a 
Schiittelns Schiittelzahl gefunden (a) berechnet (b) 100 - 
(Sekunden) b 
mg mg 

Nur gemischt 0 0,054 0,250 12,0 

5 15 0,167 0,250 67,0 

10 30 0,227 0,250 90,8 

20 60 0,238 0,250 95,0 

30 90 0,249 0,250 99,5 

40 120 0,249 0,250 99.5 

80 240 0.249 0,250 99.5 

Tabelle 1X b. 

Dauer des U U a 

Schiittelns Schiittelzahl gefunden (a) berechnet (b) 100 - = 
(Sekunden) b 

mg mg 

3 9 0,118 0,500 23.5 

5 15 0,363 0,509 72,5 

10 30 0,429 0,500 85,7 

20 60 0,483 0,500 96.6 

30 90 0.500 0,500 100,0 

40 120 0,502 0,500 100.5 

80 240 0,500 0,500 100,0 


160 480 0,502 0,500 100.5 
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Aus diesem Versuche ergibt sich: Wenn man das Gemisch im 
reometer 30 Sekunden lang (etwa 90 mal) tiichtig schiittelt, so wird 
ler Stickstoff fast vollkommen aus der Lésung ausgetrieben. 


\) Konzentration der Harnstofflésung und die aus ihr 
abgespaltene Stickstoffmenge. 

Nach fritheren Angaben ist die Konzentration des Harnstoffs 
m normalen Blut 25 bis 50 mg/dl, im pathologischen kann sie aber 
bis zu 600 mg/dl oder sogar dariiber ansteigen. Harnstofflésungen 
von 25 bis 400 mg/dl wurden nach meiner Methode behandelt. Dabei 
ergibt sich, daB der Stickstoff des Harnstoffs fast vollkommen ab- 
gespalten wird (98,2 bis 98,7°,) (Tabelle X). 


Tabelle X. 





Konzentration Menge der N, (vo) N 


ler U-Lisung U-Lésung gefunden (a) berechnet (b) 100 - ‘ ¢ 

mg dl cem ccm ecm 

25 0,5 0,046 0,0467 98,2 

50 0,5 0,092 0,0934 98.4 

100 0,5 0,186 0,1868 98,5 

200 0.3 0,220 0.2240 98.2 

400 0,1 0,147 0,1490 98,7 

Im Mittel: 98,5 


Die Ergebnisse dieses Versuchs stimmen mit den berechneten 
Werten fast genau iiberein. 


3. Binwirkung der Bromlauge auf die stickstoffhaltigen Substanzen im Blute, 
ausschlieBlich des Harnstoffs. 


AuBer Harnstoff werden auch andere stickstoffhaltige Substanzen 
im Blute ebenfalls durch Bromlauge angegriffen und spalten Stick- 
stoff ab (Knop und Wolf (18), Hiifner, Krogh (15) usw.). Die Menge 
des abgespaltenen Stickstoffs aus diesen Substanzen ist nach den Autoren 
etwas verschieden, weil die benutzten Apparate und die Zusammen- 
setzung der Bromlauge nicht immer gleich waren. 


Es schien mir daher nétig zu sein, die Wirkung der Bromlauge aut 
diese Substanzen, némlich: Ammonsalze, Harnséure, Hippurséure, Kreatin, 
Kreatinin, Aminoséuren, Polypeptide usw., nach meinem Verfahren zu 
priifen. Zu diesem Versuch benutzte ich fiir die Untersuchung von 
Ammoniumsulfat und Kreatin 10-mg/dl-Lésungen, fiir die sonstigen Sub- 
stanzen 100-mg/dl-Lésungen, weil aus den ersteren mehr Stickstoff ab- 
gespalten wurde als aus den letzteren. 
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Tabelle XJ. 
Menge . 
: der gepriiften N (vo) N (v9) 
Gepriifte Substanzen Substanzen gefunden (a) | berechnet (b) 100 - 
mg ecm ecm 
(N Hy)g5 0,4 0,5 0,083 0,0848 97.8 
Harnsaure . 5,0 0,022 1,300 1,7 
Hippursaure . 5,0 0,001 0,312 0,3 
Kreatin . . 0,5 0,074 0,128 57.8 
Kreatinin ; 5,0 0,071 1,500 47 
= { Glykokoll 5,0 0,001 0.7456 01 
2 | Alanin 5,0 0,024 0,6288 3,8 
= | Tyrosin . 5,0 0,014 0,3096 4.5] im 
2. Leucin 5,0 0,028 0.4272 6,6 ‘ Mitt 
2 | Asparaginsaure . 5,0 0,022 0.4208 5.21 4 
= | Glutaminsaure 5,0 0,015 0,3801 3,9 
* | Cystin. 5,0 0,012 0,4656 2.6 
Glycyl-Leucin 5,0 0,021 0,5956 3.5 
Seidenpepton 5,0 0,015 0,6120 2.5 
Kieralbumin . 5,0 0,021 0,64 3.3 
Ks ergibt sich, daf aus Ammonsalz etwa 98°, N, aus Kreatin 

etwa 58°, N und aus anderen Substanzen verhaltnismaBig wenig 


Stickstoff abgespalten wird (siehe Tabelle X1). 


Nach 


meinen Ver 


suchen hat sich auch herausgestellt. daB im Gegensatz zu friiheren 


Angaben aus Aminosauren nur eine geringe Menge Stickstoff abgespalten 


Je nach d 
ist 
und zwar je lé 


wird. 
Substanzen 


wird abgespalte 


Dauer der Einwirkung von Bromlauge auf diese 


abgespaltene Stickstoffmenge sehr verschieden, 


lie Bromlauge einwirkt, um so mehr Stickstoff 
1 Beispiel bei Harnséure in Tabelle XII. 


Tabelle XII. 








Dau 
der Einwirh von N (v9) N (v9) a 
Bromlauge wuf U gefunden (a) berechnet (b) 100 - 5 = "lo 

Min. ecm ecm 
0,5 0,022 1,390 1,7 
5 0,074 1,300 5,6 

10 0,165 1,300 12,4 

20 0,259 1,300 19,5 

Kurz gefaBt: Nach meiner Methode wird der Harnstoff gam 


glatt, aber andere Stickstoffsubstanzen, die im Blutfiltrat sich b« 
finden, nur wenig gespalten, weil das Verfahren sehr schnell ausgefiilirt 
Freilich Ammonsalz und Kreatin 
viel Stickstoff abgespalten, aber die davon herriihrende 
Stickstoffmenge muB gering sein. Man kann also den Stickstoff, de: 
nach meinem Verfahren aus dem Blutfiltrat erhalten wird, als Harn 


stoffstickstoff (U—N) bezeichnen. 


wird. wird aus verhaltnismabig 


absolute 








] 
0 Vi 
groBe 
haup’ 
des \ 
zuriul 


Kalin 


a) 

. 
erfor¢ 
Entei 


oder 
hydr 
dure] 
weil 
War 
etwa 


chlor 
saure 
Die . 
am ¢ 

Bi 








reatin 


wenig 
Ver 
heren 
alten 
diese 
eden, 


astoff 


gal 
. be- 
Fiihrt 
1abig 
olute 
, de! 


larn 





Mikromethode zur Harnstoffbestimmung. 393 


4. Versuche mit Blut. 

Wie im vorigen Versuch gezeigt, wird auch aus dem Eiweib 
durch Einwirkung von Bromlauge Stickstoff abgespalten. Die Gas- 
menge, die aus 0,lcem Vollblut, Serum und aus 0,l ccm Blut ent- 
sprechendem Blutfiltrat nach meiner Methode abgespalten wird, ist 
wie folgt verzeichnet : 


Des WHR seh ks 6 ce ws 2s < CE FT 
aj a eg ¢ ee woe ac ecw Mee eee 
ij I 0 oy 5 ae <a cp 6 I ee ae 


Das Vollblut liefert durch Einwirkung von Bromlauge doppelt 
o viel Gas als Serum, achtmal so viel Gas als das Blutfiltrat. Die 
gréBere Ausbeute beim Serum und Vollblut als beim Blutfiltrat rihrt 
hauptsichlich von dem Stickstoff aus EiweiB her, ein anderer Teil 
des vermehrten Gases bei Vollblut scheint aber von Sauerstoff her- 
zuruhren, weil die Gasmenge durch Vorbehandlung des Blytes mit 
Kaliumnitrit oder Kaliumferricyanid sich ein wenig vermindert. 


a) EnteiweiBung bei der Ausfiihrung meiner Methode. 


Vor der Ausfiihrung meiner Harnstoffbestimmung im Blute ist es 
erforderlich, das Eiwei8 zu entfernen. Ich habe einige der bekanntesten 
EnteiweiBungsmethoden gepriift, um die geeignetste suszuwahlen. 


Tabelle XIII. 





Menge Blut : Filtrat + 


Enteiweifungs- des Blutes oes a I 
methode en (Ver — nae 
Folin-Wu.... 0.5 1:10 30,1 
Folin-Svedberg . . 0,2 1: 26 30,1 
Mit Pikrinsaure. . 0,333 1:15 31,4 
Mit Zn(OH),. . . 0,3 1: etwa 10 31,4 

Mit CCl,.COOH . 0,5 1:10 unmebbar 


Wie aus der Tabelle XIII ersichtlich, sind die Werte von Folin- Wu 
oder Folin-Svedberg gleich. Die Werte, die mit Pikrinsdéure oder Zink- 
hydroxyd erhalten wurden, sind ebenfalls gleich. Aber der Wert, der 
durch die Pikrinsiuremethode erhalten wird, mag etwas zu grof sein, 
weil die Pikrinsiéure durch Bromlauge ein wenig angegriffen wird. 
Warum das Filtrat, das mit Zinkhydroxyd enteiweiBt wurde, einen 
etwas héheren Wert zeigte, ist unklar. Das Filtrat, welches mit Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt wird, pflegt beim Durchleiten von Kohlen- 
siure zu schéumen, daher ist es fiir meinen Zweck nicht geeignet. 
Die Folin-Wusche EnteiweiBungsmethode ist also fiir meinen Zweck 
am geeignetsten. 

Biochemische Zeitschrift Band 246. 96 
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Tabelle XIV. 





5 mg/dl-U-Lésung 5,0 cem 
a 


H,0 2,0 ccm 


| Bromlauge 1,5 cem 


5 meg jdl-U-Li sung ! 


5,0 cem 


| 
\ 


b\ Folin-Wu-R. 2,0 com 


| Bromlauge 1,5 cem 


Nun habe ich einmal mit 5,0 cem einer 5-mg/dl-Harnstofflésung allein 
ein andermal mit derselben Lésung, die vorher mit 2 cem Folin-Wuschem 
Reagens versetzt wird, nach meiner Methode den Stickstoff gemessen 
Die Resultate beider Versuche stimmen ganz gut tiberein, daher iibt das 
Folin-Wusche Reagens keinen stérenden EinfluB8 auf die Bestimmung aus 


+ 
b) Das Verhaltnis zwischen dem Harnstoffstickstoff (U-N) und 


N (v9) 


ecm 


0,094 
0,094 
0,096 
0.095 


0,095 
0,094 
0,093 


N (vo) 
im Mittel 
cem 


0,095 


0,094 


dem Reststickstoff (Rest-N) im normalen Blute. 


Der U-N_ soll im normalen Blute des Menschen nach Strauss 
etwa 75°, des Rest-N, nach Bang, Obermeyer und Popper sowie Knack 
und v. Monakow nur gegen 50°,, nach Hohlweg etwa 60,8%, nact 
Widal und Ronchese etwa 80°, ausmachen. 
Kaninchen- und Rinderblut, nach EnteiweiBung mit der Folin-W» 
schen Methode, einerseits den Rest-N nach der Bangschen Methode 


iM 
die von Suto(19) verbessert ist, andererseits den U-N nach meine: 


Methode bestimmt. 


Ich habe im normale: 








Tabelle XV. 
Kaninchen Blutmenge U-N Rest-N U2 
100 - 
Nr. eem mg/dl mg/dl Rest-N 
1 0.5 21,7 40,3 53,8 
2 0,5 14,7 34,4 42.6 
3 0,5 18,2 39,8 45,6 
+ 0,5 17,8 38.6 46.0 
Im Mittel 18,1 38,3 47,0 
Tabelle XVI. 
Rind Blutmenge U-N Rest-N 100 U-N 
Nr. cem mg/dl mg/dl Rest-N 
1 0,5 14,0 28,3 49,5 
2 0,5 23,7 42,0 56,4 
3 0.5 16,5 31,9 B15 
4 0,5 21,7 38,6 51,2 
Im Mittel 19,0 35,2 52,2 








etw 
be 


mit 


im 
wir 
dan 


bes’ 


The 
ger’ 


Mel 


Any 
600 
geg 
Uri 


(10 


im 








Mikromethode zur Harnstoffbestimmung. 395 


Die Ergebnisse aus den Tabellen XV und XVI sind folgende: 


+ 

a) Der Gehalt an U-N betragt im normalen Kaninchenblut im 
Mittel 18,1 mg/dl, im Rinderblut 19,0 mg/dl. 

f) Der U-N betragt beim Kaninchenblut 47°, beim Rinderblut 
etwa 52% des Rest-N; also entspricht der U-N des normalen Blutes 
beinahe 50% des Gesamtreststickstoffs. Demnach stimmt der Wert 
mit den Angaben von Bang, Obermeyer und Popper usw. gut tiberein. 


c) Versuch mit Blut, dem Harnstoff zugesetzt ist. 





y allein 
Samoan Ich habe zuerst nach der neuen Methode den Harnstoffgehalt 
messen im normalen Blute bestimmt. Es ergaben sich 34,9 mg/dl. Dasselbe Blut 
ibt das wird mit einer bestimmten Menge Harnstoff versetzt, enteiweiBt und 
ng aus dann wie ublich im Filtrat wieder der Harnstoff nach meiner Methode 
. bestimmt. 
\) und = 
Tabelle XVII. 
Strauss + Zagesetzt v, Ge amt-U Ge amt-U 
Knack Versuch U des Blutes a gefunden (a) berechnet (b) 100 - = 0 
nacl Nr. mg/dl mg mg/dl mg/dl 
rmalen , 
1 1 34,9 0 34,9 34,9 - 
n- Wu. 2 34.9 10 45,3 44.9 98.6 
‘thode 3 34,9 20 53,6 54,9 95,4 
4 34,9 30 64,4 64,9 99,2 

meine! 5 34,9 40 74,0 74,9 98.8 

6 34,9 50 84,6 84,9 99.6 

Die gefundene Harnstoffmenge entspricht 95,4 bis 99,6°%, der 
, Theorie, im Mittel 98,3°%. Die gréBte Differenz, die beim Zusatz einer 
geringen Menge Harnstoff auftritt, ist etwa 5%. Man kann also den 


Mehrzusatz des U im Blute ganz leicht und geniigend genau ermitteln. 


d) Versuche bei mit Uran vergifteten Kaninchen. 
Der Normalgehalt des Harnstoffs im Blute ist nach den bisherigen 
Angaben 25 bis 50 mg/dl, bei pathologischen Fallen kann er bis auf 


600 mg/dl, ja sogar dariiber ansteigen. Der Prozentsatz des U-N 

, gegeniiber dem Rest-N soll nach Strauss, Umber, Ascoli usw. bei 
Uramie deutlich ansteigen. 

Durch Injektion von Uranylnitrat erzeugte ich bei Kaninchen 

(10mg pro 1kg Kérpergewicht) schwere Nephritis und bestimmte 
+ 


im Blute gleichzeitig den U-N und Rest-N. 


26 * 
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Tabelle XVIII. 








ead ee ? ; ee 
Nr. Injektion cem mg/dl mg/dl mg/dl Rest-N . Differenz 
vor 1 Tag 0,5 38,9 18,2 398 45.6 21,6 
nach2Tagen 0,2 | 133.2 62,2) 868 71,6 24,2 
| s hy 0,1 | 341,0 159.1 190.5 83,5 31,4 
s°S 4% 0,1 | 752,0 | 352,0 | 420,0 83,6 68,0 
vor 1 Tag 0,5 38,0} 17,8 38,6 46.0 20.8 
| nach2Tagen 0,2 86,0; 40,1 56,0 71,6 15,9 
| fees be 0,1 | 268,0 1248 145.6 85,7 20,8 
a a Morgens tot gefunden 


Aus diesem Versuch ersieht man, daB nach Injektion von Uranyl- 


+ 
nitrat der U-N sowie der Rest-N im Blute nach und nach sich ver- 
mehrt, aber die Vermehrung des ersteren ist im Vergleich zum letzteren 


+ 
so erheblich, daB der U-N gegen den Rest-N bis auf 80° ansteigt. 
Dieser Befund stimmt mit den friiheren Angeben sehr gut iiberein. 


Von diesem Standpunkt aus betrachtet, hat die Bestimmung des U-N 
bzw. Harnstoffs den Vorzug vor der des Reststickstoffs. 


5. Die Harnstoffbestimmung mit 0,1 bis 0,2 com Blut. Mikroureometer 
kleinen Formats (s. Abb. 1, b). 


Nach meiner oben beschriebenen Methode kann man den Harnstoff- 
gehalt des Blutes sehr leicht und sicher ermitteln. Bei der Ausfiihrung 
ist, wenigstens bei normalem Blute, 0,5ccm Blut erforderlich. Wenn 
man die Blutmenge noch bedeutend verringern kann, bis auf 0,1 bis 
0,2. cem, so ist das, besonders fiir die Kinderpraxis, von groBer Be- 
deutung. 

Zu diesem Zwecke habe ich das Ureometer ein wenig abgeandert, also 
das Volumen der Kapillare auf 0,1 cem verkleinert, damit man genau bis 
auf 0,002 cem messen kann. Die Erweiterung des unteren Kapillarteiles 
faBt 0,3cem und ist in je 0,leccm eingeteilt. Mikroureometer kleinen 
Formats. 

Zur EnteiweiBung des Blutes bediente ich mich der Léschpapier- 
methode nach Bang, mit geringer Abaénderung. 


a) Die Genauigkeit des Mikroureometers kleinen Formats. 


Ich habe mit 50-mg/dl-Harnstofflésung zwei Reihen von Bestimmungen 
ausgefiihrt; einmal mit einer Lésung von 0,5ccm im normalen Mikroureo 
meter, ein andermal mit 0,1 cem der Lésung im Mikroureometer kleinen 
Formats. Die beiden Resultate wurden verglichen. 
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Tabelle XIX. 





‘ Menge i ‘ , 

B..ool der U-Lésungen berechnet (a) gefunden (b) - + 100 = 

ecm mg mg 
—— t | 0,5 0,2500 0.2480 98,9 
ef 0,5 0,2500 0.2505 102,2 
0,1 0,0506 0,0504 101,0 
: 0,1 0,0500 0,0509 102,0 
Kleineres Format 01 0.0500 0.0498 99.5 
0,1 0.0590 0,0504 101.0 


Durch diesen Versuch habe ich nachgewiesen, daB das Mikroureometer 
von kleinem Format bei der Bestimmung des Harnstoffs in reiner Lésung 


ebenfalls gute Resultate wie das normale Mikroureometer geliefert hat. 
| 


b) P-Molybdénsaéurelésung zur EnteiweiBung. 


Wenn man die Phosphormolybdanséurelésung von Bang in meinem 
Ureometer auf Bromlauge einwirken lé8t, entwickelt sich dabei kein Gas. 
Daher kann man das Reagens ohne Bedenken zu meinem Zwecke benutzen. 


c) Die Menge Harnstoff, die im Léschpapier zuriickgehalten 
werden diirfte. 


Bei der Ausfiihrung der Bangschen EnteiweiBungsmethode sind, wie 
bekannt, folgende Punkte bemerkenswert. Nachdem man das Papier mit 
Blut getrankt hat, extrahiert man in P-Molybdénséurelésung und dann in 
destilliertem Wasser. Die beiden Extrakte werden zusammen zur Stick- 
stoffbestimmung benutzt. Diese Behandlung ist, besonders fiir meine 
Zwecke, nicht praktisch, da die Menge der zu untersuchenden Lésung zu 
groB wird. Daher habe ich das mit Blut getraénkte Léschpapier in die 
Phosphormolybdansaurelésung eingetaucht, extrahiert, das Papier heraus- 
genommen und mit diesem Extrakt allein den Harnstoffgehalt bestimmt. 
Das Papier halt selbstversténdlich einen Teil des Extrakts zuriick, es muB 
also eine Korrektur angebracht werden. Zu diesem Zwecke habe ich die 
Menge Wasser, welche im Papier zuriickgehalten wird, ganz vorsichtig 
bestimmt. 


Tabelle XX. 


Das Gewicht von 10 Stiick Léschpapier und die absorbierte Wassermenge. 





Absorbierte Wasser- 
Gewicht des Papiers ~~~ poms 


Art des Lischpapiers Versuch menge 
ne: 1 0,8578 1.5452 
rene i 2 0,9320 1,6108 

Im Mittel: 0,8948 1,5780 

ee | 1 0,7710 2,1250 
Schleicher-Schiill | 2 0.7780 20380 


Im Mittel: 0.7745 2,0815 
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Tabelle XX1. 


Das Gewicht von einem Stiick Léschpapier und die absorbierte 
Wassermenge, 





Gewicht des Papiers, g Absorbierte Wassermenge 
Art des Léschpapiers 
Max. Min. Mittel Max Min. Mit 
Japanisch 0,098 0,085 0,090 0,168 0,132 0,144 
Schleicher-Schiill 0,079 0,074 0,077 0,222 0,188 0,2! 


Aus den Tabelle XX und XXI ist ersichtlich: Das Gewicht ces 
Schleicher-Schiillschen Léschpapiers ist leichter als das des japanischen 
und die in einem Papier zuriickgehaltene Wassermenge des ersteren ist 
ungefahr 0,2 g, die des letzteren 0,15 g. Diese Zahlen werden bei der eigent- 
lichen Harnstoffbestimmung im Blute als Korrektur hinzugefiigt. 


d) Versuch mit Blut. 


Wenn man mit 0,1 cem Blut arbeiten will, so benutzt man ein Stiick 
Léschpapier und 6 ccm Bangsche P-Molybdanséurelésung zur Extraktion. 
Bei der Berechnung mu8 man den gefundenen Stickstoff mit dem Faktor 
“3s 1,034 multiplizieren. Wenn man mit 0,2ccm Blut arbeiten 
_ 4 
will, so benutzt man zwei Stiicke Papier und 6ccm P-Molybdanséure 
doppelter Konzentration. Selbstversténdlich muB8 sich die Korrektw 

6 
ver In: = 1,07. 
wee: Fee 

Ich habe nun einerseits im Folin-Wu-Filtrat (Blut 0,5 cem) mit meinem 
normalen Mikroureometer, andererseits im P-Molybdanséureextrakt (Blut 
0,1 oder 0,2 cem) mit meinem Mikroureometer kleinen Formats den Harn- 
stoffgehalt bestimmt. 


Tabelle XXII. 





N (vo) 
; J Z Blut- |———________ + . 
Mikro- Ent- — sapere ge- korri- if 100 « B od. ( 
ureometer eiweibung Papiers funden giert 31,4 
cem ecm ecm mg/dl 
- 0,5 | 0,059 a 31,6 
A. Normal- nach | — 0,5 0,059 | — 31,6 | im Mittel 
format Folin- We) _ 0.5 0,059 — 31,6 | 31,4 
~= 0.5 | 0,057 -- 30,6 
1 0,1 | 0,0107 0.0111 29,7 94,5 
B. Kleineres nach } 1 0,1 00,0115 0,0119 31,7 101,5 
Format Bang | 1 0,1 0,0115 | 0,0119 31,9 101,5 
1 01 | 0,0110 0.0114 30,6 98,0 
2 0.2 06,0210 09,0225 30,3 97,2 
C. Kleineres nach | 2 0,2 0,0209 0,0224 30,0 96,1 
Format Bang | 2 0,2 0,0210 0,0225 30,3 97,2 
2 0.2 0,0220 0.0235 31.6 100.4 
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Aus der Tabelle sieht man, daB die Harnstoffwerte, die nach de1 
leizteren Methode erhalten werden, zwischen 94,5 bis 101,5°, des 
Durchschnittswertes schwanken, welcher nach der ersteren Methode 
erhalten wird. Es ist ratsam, besonders bei der Harnstoffbestimmung 
mit wenig Blut von Zeit zu Zeit einen Leerversuch anzustellen. 


Zusammenfassung. 


Charakteristisch fiir meine Methode ist, daB man im Vakuum 
des neuen Ureometers den Harnstoff mit Bromlauge zersetzt und 
den Stickstoff volumetrisch bestimmt. Um das Vakuum im Ureometer 
zu erzeugen, habe ich es zuerst mit Kohlensaéure durchgespilt bis zur 
volligen Entfernung der Luft, dann Natronlauge bzw. Bromlauge ein- 
velassen, geschiittelt usw. | 

Zur Harnstoffbestimmung nimmt man eine bestimmte Menge 
des zu priifenden Blutfiltrats nach Folin und Wu (3,0 bis 5,0) im Ureo- 
meter auf, leitet die Kohlenséure etwa drei Minuten lang durch, um 
die Luft im Ureometer vollkommen auszutreiben, und schiittelt das 
Ureometer tiichtig durch, um den abgespaltenen Stickstoff aus der 
Flissigkeit austreiben zu kénnen. Das evakuierte Ureometer wird 
durch Einlaufen des luftfreien Wassers nachgefiillt und das Volumen 
des Stickstoffs gemessen. 

Die Resultate, die ich nach dieser Methode erhielt, sind folgende: 

1. Man kann mit dieser Methode im Mittel 98,5° 
Harnstoffstickstoff berechneten Wertes finden. 

2. Die stickstoffhaltigen Substanzen auBer Harnstoff im Blute 
werden durch die Einwirkung von Bromlauge angegriffen und der 
Stickstoff frei gemacht. Aber die Menge desselben ist so gering, daB 
man diesen in den meisten Fallen vernachlassigen kann. Jedenfalls 
kann man also den durch die genannte Bromlaugenmethode erhaltenen 


> des fiir den 


Stickstoff praktisch als Harnstoffstickstoff (U-N) bezeichnen. 

3. Wird die Bromlauge im Dunkeln und hermetisch geschlossen 
an einem kiihlen Orte aufbewahrt, so ist sie monatelang haltbar. 

4. Der Harnstoffstickstoff betriagt etwa 50°, des Gesamtrest- 
stickstoffs im normalen Blute. Bei der Urannephritis des Kaninchens 
kann der Harnstoffstickstoff auf iiber 80°, des Reststickstoffs ansteigen. 

5. Wenn itiber 0,5ccm Blut zur Verfiigung stehen, empfehle ich 
die EnteiweiBungsmethode von Folin-Wu. Das Filtrat wird mit meinem 
normalen Mikroureometer bequem behandelt. Steht aber nur eine 
sehr geringe Menge, z. B. 0,1 bis 0,2 ccm Blut, zur Verfiigung, so ex- 
trahiert man den Harnstoff nach Bang. Das Extrakt wird mit dem 


Mikroureometer kleinen Formats behandelt. 
‘ 
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Kurz zusammenfassend méchte ich sagen, daB man nach mei) 
neuen Methode in sehr kleinen Mengen Blut bzw. tierischen Fliissiy- 
keiten ganz leicht und mit geniigender Exaktheit den Harnstoff 
stimmen kann. 


Zum SchluB sei es mir gestattet, Herrn Prof. K. Suto meinen herzlic! 
Dank fiir die Anregung und Leitung bei dieser Arbeit auszusprechen. 


Literatur. 


1) E. W. Davy, Phil. mag. (4) 7, 385, 1854, von Hiifner zitiert. 
2) Leconte, C. r. 47, Nr. 5, 1858, von Hiifner zitiert. — 3) W. Knop, Chem 
Centralbl. Nr. 16, S. 224, 1860. — 4) Derselbe, Ber. d. kgl. Sachs. Ges. d. Wiss 
1870, 8. 11. — 5)G. Hiifner, Journ. f. prakt. Chem., neue Folge, 3, 1, 1871. 
6) Derselbe, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 350, 1877. 
7) Ivon, Ambard u. Hallion, Widal usw., von Siebeck zitiert. — 8) J. Bur 
croft, Journ. of Physiol. 29, 181, 1903. — 9) R. Siebeck, Deutsch. Arch 
klin. Med. 116, 58, 1914. — 10) H. Strauss, Die Nephritiden, 3. Aufl., 8S. 88 
1920. — 11) K. L. Gad-Andresen, diese Zeitschr. 99, 1, 1919. 12) van Slyke, 
Journ. of biol. Chem. 838, 449, 1929. — 13) H. Kamij6é, Nihon Ijishimpé 
(japanisch), Nr. 246, 8.2, 1927. — 14) K. Suto, Prakt. d. med. Chem., 
4. Aufl., S. 17, 1911 (japanisch). — 15) M. Krogh, Hoppe-Seylers Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 84, 379, 1913. — 16) Derselbe, diese Zeitschr. 62, 268, 1914; 


66, 512, 1914. — 17) K. Suto, Prakt. d. med. Chem., Kleine Ausgabe, 
15. Aufl., S. 263 (japanisch). — 18) Knop u. Wolf, Chem. Centralbl. Nr. 17, 
S. 258, 1861. — 19) K. Suto, diese Zeitschr. 187, 78, 1927. 














He 

All 
zal 

Ste 

ma 
die 
ant 
Pil 
hol 
die 
der 
(an 
gez 
Ste 
wa 


Dr. 
unc 
in s 


aga 


Res 








lichen 


Slike, 
impo 
hem., 
tschr. 
1914; 
gabe, 
fe. 17, 





Wachstum und Steringehalt gewisser Schimmelpilze.' 


Von 


L. M. Pruess, H. J. Gorciea, H. C. Greene und W. H. Peterson. 


(Aus den Abteilungen fiir Agrikulturchemie und landwirtschaftliche 
Bakteriologie der Universitét von Wisconsin, Madison, Wisconsin.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1932.) 


Sterine sind zwar in zahlreichen Pilzen gefunden worden, aber 
Hefe und Schimmelpilze scheinen zur Synthese dieser polycyclischen 
Alkohole besonders befahigt zu sein. Die Hefesterine sind Gegenstand 
zahlreicher Untersuchungen gewesen, aber iiber die Anwesenheit von 
Sterinen in den gewéhnlichen Schimmelpilzen sind nur verhaltnis- 
maBig wenig Arbeiten veréffentlicht worden. In einer friiheren Arbeit (1), 
die auch eine Ubersicht iiber die Literatur enthalt, wurde iiber die 
antirachitische Wirksamkeit von zw6lf Schimmelpilzen und fiinf héheren 
Pilzen und uber den Steringehalt von elf dieser Schimmelpilze und vier 
héheren Pilzen berichtet. Die vorliegende Arbeit bringt eine Erweiterung 
dieser Publikation. Sie gibt einen Uberblick iiber das Wachstum und 
den Steringehalt von 30 Aspergillusarten, 25 Penicilliumarten und 
15 Arten anderer Stamme. Die Pilze wurden sowohl auf synthetischen 
(anorganische Salze) als auf organischen (Malzkeime) Nahrbéden 
geziichtet, die jeweils 10° Glucose enthielten. AuBerdem wurde der 
Steringehalt von zehn Arten héherer Pilze, die im Freien gesammelt 
waren, bestimmt. 

Versuche. 
Kulturen und Ndhrbéden. 


Viele in dieser Arbeit benutzte Kulturen stammten von 
Dr. Charles Thom vom U. 8. Dept. of Agriculture, Washington, D. C., 
und die zu jedem Artnamen zugesetzte Zahl entspricht der Nummer 
in seinen Listen. Die Vorratskulturen wurden dreifach in Malzextrakt- 
agar-Schragkulturen geziichtet und wurden in einem elektrischen 


’ Die Arbeit wurde durch Zuwendungen aus der Wisconsin Alumni 
Research Foundation unterstiitzt. 
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Kihlschrank aufbewahrt, wenn sie nicht in Gebrauch waren. Si 
wurden ungefahr einmal im Monat auf frische Nahrbéden tibergefiih 


Die folgenden drei Typen von Kulturmedien wurden angewende: 


penrpoden IT; BM.NWO,. . 2.3. et ee 10 g 
a ae 6,80 g 
MgSO, 7H,O....... 5 g 
i) 0,16 ¢g 
mem, TO... we ss 0,05 g 
es 8D esis aS POGOe 
a rae 


Nahrboden II: Zu je 100 cem des Nahrbodens I wurden 1,5 g steriles 
CaCO, zugesetzt. 


Nabrboden Til: Gimeome. . ... «+. s «+ 10g 
orm ee 50 g 
WG tans se a Ee we a eee 


Ziichtung der Schimmelpilze. 

Die Aspergillusarten wuchsen auf allen drei Nihrbéden, die Peni- 
cilliumarten und die verschiedenen anderen Pilze nur auf den Nahr- 
béden II und III. Bei den Penicillien war das KulturgefaB eine 3-Liter- 
Currie-Flasche, in die 750 ccm des Nahrmediums gebracht wurden. 
Die Aspergillusarten und die verschiedenen anderen Pilze wurden 
in 500-ccm-Erlenmeyer-Kolben geziichtet, die je 100cem des Nahr- 
mediums enthielten. Die fiir die beiden letzten Pilzarten angegebenen 
Gewichte der Pilzdecken sind die Mittelwerte von den fiinf Flaschen. 

Nach dem Einbringen des Naihrbodens in die Flaschen wurden diese 
mit einem Wattepfropfen verschlossen und im Autoklaven bei 1 Atm. 
Druck fiir 15 Minuten erhitzt. Jede Flasche wurde dann nach dem Ab- 
kihlen mit 1 cem einer starken Sporensuspension geimpft und 10 Tage 
in einen Brutschrank von 28° C gestellt. Am SchluB der Bebriitungs- 
zeit wurden die Flaschen 10 Minuten sterilisiert und die Pilzdecken 
geerntet. Diese wurden durch Pressen vom anhaftenden Nahrmedium 
befreit, auf Uhrglasern ausgebreitet und 3 Tage bei 65° getrocknet. 
Sie enthielten dann noch ungefahr 5% Feuchtigkeit, wie sich durch 
Trocknen bei 100° ergab. Sie wurden auf 1 cg genau gewogen und in 
einer Drogenmiihle oder, wenn die Ausbeute sehr gering war, in einem 
Morser gepulvert. 

Analytische Methoden. Die Zuckerbestimmungen in den Kulturen 
am Ende der Bebritungszeit wurden nach der Mikromethode von 
Shaffer-Hartmann in der Modifikation von Stiles, Peterson und Fred (2) 
ausgefiihrt. 

Fir die Bestimmung des Steringehalts der Pilze wurde ein kolori- 
metrisches Verfahren benutzt, das von der Liebermann-Burchardsche 
Reaktion Gebrauch macht. Diese Methode soll in den Einzelheiten in 
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emer demnachst erscheinenden Arbeit beschrieben werden. Obwohl 
die kolorimetrische Methode nicht so genau ist wie die gravimetrische 
Bestimmung als Digitonid, ist sie doch wegen der geringen zu ihrer 
\usfiihrung erforderlichen Zeit fiir eine Untersuchung, bei der eine 
groBe Anzahl von Substanzen untersucht werden mu, geeigneter. 


Wachstum und Steringehalt von Aspergillusarten, 


Ergebnisse mit dem NahrbodenI. Die Tabelle I zeigt die mit dera 
Nahrboden I, der aus Glucose und Salzen bestand, erhaltenen Er- 
yebnisse. Die Menge des verbrauchten Zuckers war nicht bedeutend, 
sie betrug im Mittel der 30 Arten 4°. Der gréBte Betrag an ver- 
brauchtem Zucker war 8,5°%, bei A. fustus. Die Tatsache, daB im 
Mittel 6° Zucker unverbraucht blieben, zeigt, daB die Zusammen- 
setzung des Mediums fiir die volle Entwicklung der Pilze ungeeignet 
war, DaB dies der stark sauren Reaktion des Mediums zuzuschreiben 
war, 1aBt sich im Hinblick auf den bedeutenden Unterschiéd gegen- 
iiber den Werten, die mit dem Nahrboden II erhalten wurden, mit 
Sicherheit schlieBen. 

Das Gewicht der Pilzdecken betrug im Mittel 1,29 g¢ auf 100 ccm 
Fliissigkeit; die héchste Ausbeute, 2,88 g, gab A.sydowi. Nur zehn 
Arten gaben mehr als 2,00 g Pilzdecken auf 100 ccm Fliissigkeit, dagegen 
14 Arten weniger als 1,00 g. Fiir die letztere Gruppe von 14 Arten ist 
das Medium bestimmt ungiinstig, entweder wegen der hohen anfang- 
lichen Aziditét oder wegen der Umwandlung des verbrauchten Zuckers 
in Sauren. Die Pilze, die auf diesem Medium gut wuchsen, hatten 
entweder eine gréBere Widerstandskraft gegen einen hohen Aziditats- 
grad oder sie bildeten neutrale Produkte aus dem verbrauchten Zucker. 
Da pu-Bestimmungen nicht gemacht wurden, laBt sich leider nicht 
entscheiden, welche Annahme richtig ist. 

Die Ausnutzung des Zuckers bei der Umwandlung in Pilzdecken 
erstreckt sich tiber einen weiten Spielraum, 13 bis 70°; daraus geht 
hervor, daB zwischen den verschiedenen Arten groBe natiirliche Unter- 
schiede in bezug auf diese Eigenschaft vorkommen. Der Mittelwert, 
32°, wurde von ein paar Arten ubertroffen, die eine auBerordentlich 
hohe Ausnutzung zeigten, so A. glaucus mit 70°, und A. ochraceus 4399 
mit 60°%. Da aber diese beiden Arten nur ungefahr 1 g Glucose auf 
100 ccm Flissigkeit verbrauchten und nur ungefahr 0,5 g Pilzdecken 
gaben, miissen die berechneten Ausbeuten mit einigem Vorbehalt auf- 
genommen werden. 

Der Steringehalt der Pilzdecken betrug zwischen 0,03 und 1%, 
im Mittel 0,35°%. Die Menge an gebildetem Sterin in Milligramm auf 
100 ccm Flissigkeit betrug zwischen 0,3 und 15,1, im Mittel 4,5. Das 
ist bei weitem der geringste Steringehalt, der in irgendeiner der unter- 
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suchten Gruppen gefunden wurde, und zeigt deutlich, daB der Na! 
boden I fiir die Synthese von Sterinen ungiinstig ist. 

Ergebnisse mit dem Ndhrboden II. Tabelle I zeigt die Ergebnis. 
mit dem Nahrboden II. Die durchschnittliche Menge des verbrauchten 
Zuckers betrug 8,2°%, mehr als doppelt soviel als beim Nahrboden I. 
Im Nahrboden II verbrauchten 18 Arten mehr als 8,5 °% Zucker, also melir 
als die gréBte im Nahrboden I verbrauchte Menge. Das Gewicht de 
Pilzdecken betrug im Mittel 2,56 g auf 100 ccm Fliissigkeit, also doppe'!t 
soviel wie die Ausbeute im Nahrboden I. Nur fiinf Arten gaben wenige: 
als 2,00 g, im Vergleich zu 20 Arten, die im Nahrboden I weniger als 
diesen Wert gaben. 

Der mittlere Steringehalt der Pilzdecken war 0,72°%,. Das ist 
mehr als das Doppelte des Steringehalts im Medium I. Daraus geht 
hervor, daB die durch das CaCO, fast neutral gehaltene Reaktion im 
Medium II sowohl fiir die Synthese von Sterin als fiir kraftiges Wachstum 
giinstig ist. Die durchschnittliche Menge von synthetisiertem Sterin, 
18,4 mg auf 100 ccm Fliissigkeit, ist viermal so groB wie die im Nahr- 
boden I synthetisierte Menge. Dieser hohe Wert ist zwei Faktoren 
zuzuschreiben: 1. der Verdoppelung des durchschnittlichen Gewicht 
der Pilzdecken und 2. der Verdoppelung der prozentualen Ausbeute 
an Sterin. Die Bedingungen, die das Wachstum begiinstigen, be- 
giinstigen auch die Sterinsynthese, aber diese Bedingungen iiben eine 
starkere stimulierende Wirkung auf die Sterinbildung aus, da diese 
vervierfacht wird, als auf die Bildung von Gewebe, die nur verdoppelt 
wird. 

Die so haufig in Biichern anzutreffende Angabe, daB ,,Schimme!l- 
pilze durch saure Reaktion des Mediums begiinstigt werden“, ist also 
nur insoweit richtig, als sie sich auf das bevorzugte Wachstum von 
Schimmelpilzen in Mischkulturen von Schimmelpilzen und Bakterien 
bezieht. 

Wenn Schimmelpilze in reinen Kulturen geziichtet werden, so 
ist saure Reaktion des Mediums nicht nur unndétig, sondern hindert auch 
die Schimmelpilze im gréBtméglichen Ausma8 an einer Entwicklung. 
Zu dem gleichen Schlu8B kam Jensen (3) in seiner kiirzlich erschienenen 
Veréffentlichung tiber die Pilzflora des Bodens. 

Ergebnisse mit dem Ndhrboden III. Tabelle I gibt ferner die Er- 
gebnisse mit dem Nahrboden III, der aus 5° Malzkeimen und 10°, 
Glucose zusammengesetzt war. Das mittlere Gewicht der Pilzdecken 
war 2,84 ¢g auf 100 cem Fliissigkeit, ein Wert, der deutlich héher ist als 
das durchschnittliche Gewicht von 2,56g auf 100ccm Fliissigkeit. 
das mit dem Nahrboden II erhalten wurde. Dieser héhere Wert fii 
das Gewicht ist wahrscheinlich auf die zusitzlichen Kohlenhydrate 
und sonstigen fiir das Wachstum nutzbaren Kohlenstoffverbindungen 
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zurickzufiihren, die in den Malzkeimen, aber nicht im Nahrboden || 
enthalten waren. Auf dem letzteren Medium verbrauchten sechs Art 
allen verwendbaren Zucker, wahrend fiinf andere 98% des Zucker: 
vergoren. Es scheint fast sicher, daB, wenn der Zuckergehalt des 
Nahrbodens II gréBer gewesen wire, auch das durchschnittliche Gewic)it 
der Pilzdecken bedeutend héher ausgefallen ware. 

Da mit dem Nahrboden III ohne Zusatz von irgendwelchen an. 
organischen Salzen solch gutes Wachstum erhalten wurde, erscheint 
es wahbrscheinlich, daB im Nahrbeden II eim UberschuB an mineralischen 
Nahrstoffen vorhanden war. Wenn das richtig ist, miBte es méglich 
sein, die Konzentration der im Nahrboden II enthaltenen Salze zi 
verringern, ohne seinen Werte zu beeintrachtigen; aber es sind mehr 
experimentelle Befunde hieriiber nétig, ehe man sichere Schliisse 
ziehen kann. 

Der Steringehalt der auf dem Nahrboden III gewachsenen Pilze 
betrug im Durchschnitt 0,64°%, oder 18,2 mg auf 100 ccm Flissigkeit 
Die auf einem anorganischen Medium (II) gewachsenen Pilzdecken haben 
also beinahe denselben Steringehalt wie die auf einem organischen (II1) 
gewachsenen. Ein Schlu8, der méglicherweise aus dieser interessanten 
Tatsache gezogen werden kann, ist der, daB in einem neutralen Medium 
die Sterinsynthese in héherem MaB8e von der tatsachlichen Bildung 
von Pilzgewebe abhangig ist als von dem Einflu8 irgendeines einzelnen 
Bestandteiles des Kulturmediums. Auf diesen Punkt soll spater ein- 
gegangen werden. 


Wachstum und Steringehalt von Penicilliumarten. 


Die Werte fiir Wachstum und Steringehalt der Penicilliumarten 
scheinen etwas ungiinstiger, wenn man sie mit ahnlichen Werten der 
anderen Gruppen vergleicht, da das Verhaltnis von Oberfliche zu 
Volumen des Mediums in den Currie-Flaschen niedriger war als in den 
Erlenmeyer-Kolben. 

Ergebnisse mit dem Nahrboden II. Tabelle II zeigt die Ergebnisse 
mit dem Nahrboden II. Nur 25 Arten sind in der Tabelle II aufgefiihrt. 
da finf Arten kein zur Ernte hinreichendes Wachstum zeigten. Die 
durchschnittliche Menge des verbrauchten Zuckers, 4,4°,, ist weit 
geringer als die, welche die Aspergillusarten in demselben Medium ver- 
brauchten (8,2%). Das durchschnittliche Gewicht der Pilzrasen 
1,07 g auf 100ccm Fliissigkeit, ist gleichfalls nur ungefahr halb so grol 
wie das der von den Aspergillusarten in diesem Medium hervorgebrachten 
Decken. Keine von den Penicilliumarten verbrauchte mehr als 8,2°, 
Glucose von insgesamt vorhandenen 10°%,, so daB hier keine Begrenzung 
durch den zur Verfiigung stehenden Zucker gegeben war, wie das bei 
bestimmten Aspergillusarten der Fall war. Diese Unterlegenheit in 
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der Gewebebildung ist wahrscheinlich teilweise dem ungiinstig 
Verhaltnis von Oberflache zu Volumen zuzuschreiben, das oben erwah 
wurde, ist aber andererseits auch in Ubereinstimmung mit den E 
fahrungen der meisten Untersucher, die finden, daB die Penicillien j 
der Regel ein weniger iippiges Mycel entwickeln als die Aspergillusarte: 

Der Steringehalt betrug zwischen 0,39 und 1,25%, im Mitte! 
0,73 °%. Obwohl der durchschnittliche Prozentgehalt bei den Aspergillu 
und Penicilliumarten beinahe gleich war, ist die in 100 cem Fliissigkeit 
gebildete Sterinmenge bei den Aspergillusarten mehr als doppelt so 
groB als bei den Penicillien, 18,4 mg im Vergleich zu 7,8 mg. Die gréBte 
Menge an durch Penicillien synthetisiertem Sterin war 15,1 mg auf 
100 ccm; sie ist geringer als die Durchschnittsmenge, die von den 
Aspergillusarten gebildet wurde. 

Ergebnisse mit dem Ndhrboden III. Tabelle II zeigt ferner dic 
Ergebnisse mit dem Nahrboden III. Das durchschnittliche Gewicht 
der Pilzdecken betrug 1,45 g auf 100ccem Fliissigkeit. Bei den Peni- 
cilliumarten ist das mittlere Gewicht der Pilzdecken auf dem organischen 
Nahrboden (III) 35%, gréBer als auf dem anorganischen (II). Bei 
den Aspergillusarten war der entsprechende Zuwachs an Gewicht 
nur 11%. Der Unterschied in den Gewichten auf den beiden Nahrbéden 
geht interessanterweise dem Unterschied im Steringehalt paralle). 
Bei den Aspergillusarten war der Steringehalt sowohl prozentual als in 
Milligramm auf 100 ccm Flissigkeit auf dem organischen Nahrboden 
etwas geringer als auf dem anorganischen. Auf organischem Medium 
gewachsene Penicillien zeigten sowohl im Prozentgehalt als in den 
Gesamtmengen an Sterin etwas héhere Werte als auf anorganischem 
Nahrboden gewachsene. Der organische Nahrboden ist also sicher fiir 
das Wachstum von Penicillien geeigneter als der anorganische. 


fei, 


Tabelle 


Wachstum und Steringehalt verschiedener Schimmelpilze. 

Ergebnisse mit dem Nahrboden II. Tabelle III zeigt die Ergebnisse 
mit dem Nahrboden II. Die Gewichte der zwélf Arten, die iiberhaupt 
ein Wachstum zeigten, liegen zwischen 0,43 und 1,64 g auf 100 ccm 
Fliissigkeit, im Durchschnitt 1,03 g. Die durchschnittliche Menge an 
verbrauchtem Zucker war nur 2,7g auf 100ccm Fliissigkeit, aber 
die Ausnutzung war sehr hoch, im Mittel 27%. Dem Wert fiir die 
Ausnutzung kommt aber in diesem Falle wegen der sehr geringen 
Mengen an vergorenem Zucker keine groBe Bedeutung zu. 

Der Steringehalt betrug zwischen 0,17 und 1,25%, im Mittel 0,58 °,. 
Die Gesamtmenge an gebildetem Sterin in den Pilzdecken schwankte 
zwischen 1,7 bis 20,5 mg auf 100ccm Fliissigkeit, der Durchschnitt 
war 6,2 mg. Der Prozentgehalt an Sterin ist betrachtlich niedriger als 
der der Aspergillus- und Penicilliumarten auf dem gleichen Nahrboden ; 
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die tatsachliche Menge Sterin ist weit geringer wegen des gering 
Gewichts der gebildeten Pilzdecken. Alle Arten dieser Gruppe, au! 
zwei, bildeten weniger als 6,0 mg Sterin. 

Ergebnisse mit dem Nahrboden III. Tabelle III zeigt die Ergebni 
mit dem Nahrboden dII. Die Gruppe gedieh etwas besser auf dé 
Malzkeimnahrboden als auf dem anorganischen. Das mittlere Gewi: 
der Pilzdecken war 1,25 g auf 100 ccm Fliissigkeit ; der mittlere Ste1 
gehalt betrug 0,82°, oder 9,3 mg auf 100 ccm Fliissigkeit. Der Ma! 
keimnahrboden ist fiir das Wachstum der Schimmelpilze dieser Grup). 
weit giinstiger als der Nahrboden II. Das Gewicht war auf dem Nal 
boden III um 21%, der Prozentgehalt an Sterin um tiber 40°, und dir 
Menge des Sterins um 50°, gréBer als auf dem Nahrboden II. Auc! 
hier wieder bewirkt das Medium, das das Wachstum am meisten }y 
giinstigt, die Synthese der gréBten Menge Sterin, genau wie das bei de: 
Aspergillus- und Penicilliumarten der Fall war. 


Steringehalt von im Freien gesammelten Pilzen. Tabelle 1V gibt dei 


Steringehalt einer Anzahl] im Freien gesammelter Pilze nach Heck (4 
wieder. Sie ist hier eingefiigt, um einen Vergleich mit den auf syntheti 
schen Kulturmedien gewachsenen Pilzen zu erméglichen. Der mittler 
Steringehalt betrug nur 0,39°,. Das ist ein sehr niedriger Wert, ve: 
gleichbar mit dem, den wir bei den Aspergillusarten fanden, wenn si: 
auf dem Nahrboden I gewachsen waren (Tabelle I). 


Tabelle IV. 


Steringehalt im Freien gesammelter Pilze. 





. : Sterin 

spezies ; 
v0 
Hypholoma sp... oe pote 0,68 
Boletus clintonianus a Pe Ps 0,51 
Coprinus semilinatus*  . pits: ercsle 0,43 
Polyporus adnatus wa wn Rita 0,22 
Panaeolus solidipes . a ere 0,64 
Lycoperdon pyriforme ..... . 0,28 
Pholiota adiposa . . PE ae. 5 0,25 
Trichoderma lignorum ; ei s 0,16 
Marasmius oreades ........ 0.41 
Clitocybe multiceps. ....... 0,50 
Secotium accuminatum ., is inact 0.34 
Pomes syumerits ... 6... 4s ws 0,23 
Mittel: 0,39 


* Orangegefirbter Chloroform-Extrakt, daher ist der Sterin- 
wert nur angendhert. 


EinfluB der Calciumionen. 


Um zu entscheiden, ob das im Vergleich zu den Ergebnissen mit 
dem Niahrboden I gesteigerte Wachstum und der vermehrte Steril 


V. 


Tabell 
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gehalt der auf dem Nahrboden II gewachsenen Pilze der Anwesen! 
von Calciumionen oder der giinstigeren Reaktion zuzuschreiben wa 
wurde ein Versuch durchgefiihrt, der in Tabelle V wiedergegeben 
Zwei Schimmelpilze, A. fischeri und A. terreus wurden auf vier Nalir- 
béden geziichtet: 1. auf dem sauren Nahrboden (Nahrboden 1), 2. aut 
demselben Nahrboden unter Zusatz von CaCQO,, 3. auf demselhe; 
Nahrboden unter Zusatz von Ca(NOs), und 4. auf demselben Nii. 
boden nach Neutralisation mit KOH und unter Neutralhaltung dure! 
Zusatz von Kaliumacetat. Bei Beginn und am Ende des Versuchis 
wurden kolorimetrische py-Bestimmungen gemacht. Die Tabelle \ 
zeigt deutlich, daB auf dem sauren, mit Ca(NO,), versetzten Nahrboden 
so niedrige Pilzdeckengewichte und Steringehalte erhalten wurden, 
wie auf dem sauren Nahrboden ohne Zusatz, waihrend sowohl auf dem 
Nahrboden mit Zusatz von CaCQ, als auf dem mit KOH neutralisierten 
Nahrboden Pilzdecken gediehen, die besseres Wachstum und héheren 
Steringehalt zeigten als die auf dem sauren Nahrboden erhaltenen. 
Diese Ergebnisse zeigen, daB die Zunahme in Wachstum und Sterin- 
gehalt auf die neutrale oder annahernd neutrale Reaktion des Mediums 
zuriickzufiihren waren und nicht auf die Anwesenheit von Calcium- 
ionen im Nahrboden. 


Zusammenfassung. 


Das Wachstum und der Steringehalt von 30 Aspergillus- und 20 Peni- 
cillium-, sowie 15 Arten von anderen Schimmelpilzen sind bestimmt 
worden. Die Pilze wurden sowohl auf synthetischen als auf organischen 
Nahrbéden wachsen gelassen, die je 10° Glucose enthielten. Fernet 
wurde der Steringehalt von zehn Arten von hoéheren Pilzen, die im 
Freien gesammelt waren, bestimmt. 


Wenn wir nur das Wachstum auf den neutralen synthetischen und 
den organischen Nahrbéden betrachten, so schwankte das Gewicht 
des trockenen Mycels zwischen 0,23 und 5,03 g auf 100 cem Fliissigkeit. 
Die héchste Ausbeute gab A. carbonarius 4030,1 auf einem Malzkeim- 
Glucosenihrboden. Glucosebestimmungen in dem _ anorganischen 
Nahrboden zeigten, daB ungefahr 25 bis 35°, des verbrauchten Zuckers 
als Mycel wiedergefunden wurden. 


Nach den kolorimetrischen Bestimmungen schwankte der Sterin- 
gehalt zwischen 0,17 und 1,70°% des Trockengewichts des Pilzmaterials. 
Paecilomyces varioti Nr. 1 gab beim Wachstum auf Malzkeim-Glucose- 
nahrboden den héchsten Prozentgehalt an Sterin. Vom Gesichtspunkt 
sowohl der Ausbeute an Mycel als des Steringehalts gab A. sydoui, 
geziichtet auf dem anorganischen Glucosenahrboden, den gréften 
Gehalt an Sterin, 32,9 mg auf 100 ccm Fliissigkeit. 
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Durch Zugabe von CaCO, zu dem anorganischen Glucosenahrboden 
wird sowohl das Gewicht als der Steringehalt der Aspergillusarten 
verdoppelt. Es ergab sich, daB dieser Zuwachs an Mycelgewicht und 
Prozentgehalt an Sterin der entstehenden giinstigen Reaktion des 
Mediums und nicht der Anwesenheit von Calciumionen zuzuschreiben ist. 

Die Bedingungen, die das Wachstum begiinstigen, férdern auch 
die Sterinsynthese, aber diese Bedingungen stimulieren die Sterin- 
bildung in starkerem MaBe als die Mycelentwicklung. 


Literatur. 
1) L. M. Pruess, W. H. Peterson, H. Steenbock u. E. B. Fred, J. of biol. 
Chem. 90, 369, 1931. 2) H. R. Stiles, W.H. Peterson u. E. B. Fred, 


J. Bact. 12, 427, 1926. 3) H. L. Jensen, Soil Sci. 31, 123, 1931. 4) A. F. 
Heck, ebendaselbst 27, 1, 1929. 


Fortgesetzte Studien iiber die Atmungsvorgiinge in Erbsen- 
und Getreidesamen. 


IX. Mitteilung von A. Fodor und Mitarbeitern: 


Uber die Rolle des Hefekochsaftes. Oxydiertes Carotin 
als Wasserstoffakzeptor. 


Von 
A. Fodor und L. Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie The Hebrew Universit 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 23. Januar 1932.) 


In mehreren Mitteilungen befaBten wir uns mit der Frage nach de: 
Natur der Dehydrasensysteme, wie sie in Erbsensamen und ferner in 
Getreidekérnern anwesend sind!. Die erhaltenen Resultate wurden in 
den Einleitungen zu den letzten beiden Mitteilungen (VII. und VIII 
summarisch zusammengefaBt, so dafh wir hier auf diese Stellen ver- 
weisen dirfen. Erwahnt werde hier nur in aller Kiirze, daB die ver- 
schiedenen Pflanzen bzw. Pflanzenteile bestimmte Donatoren ganz 
deutlich bevorzugen, andere dagegen scheinbar unangegriffen lassen, 
soweit namlich die von uns angewandte Methode der Methylenblau 
reduktion nach Thunberg hieritiber AufschluB zu geben vermochte. 
Die meisten dieser untersuchten Milieus weisen infolge der Anwesenheit 
ihrer Eigendonatoren bereits ohne Zusatz eines fremden Donators 
Reduktion des Farbstoffs, der als Wasserstoffakzeptor fungiert, auf, 
indes auf Zusatz eines fremden Wasserstoffdonators eine Verstarkung 
(oder aber eine Hemmung) dieser Selbstreduktion in Erscheinung tritt. 
So wirkt bei der Erbse, unter optimalen Bedingungen der Wasserstoff 
zahl und der Konzentrationen der Ingredienzien, Ameisensaure stets 
als guter Donator. Lactat dagegen erwies sich als viel schwacher in 
seiner Wirkung. Malat reduziert nur unter bestimmten Bedingungen 
in Anwesenheit von Hefekochsaft. Die itibrigen versuchten Donatoren, 


1 Literatur siehe A. Fodor, L. Frankenthal u. M. Biletzky, diese Zeitschr. 
288, 268, 1931 (VIII. Mitteilung). 
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vie Oxalat, Tartrat, Pyruvinat, hemmten ganz entschieden. Die 
Getreidearten Weizen, Hafer und Gerste unterscheiden sich von den 
kirbsensamen durch den Ausfall der Dehydrierung ohne Anwesenheit 

mn Hefekochsaft, indes bei Zusatz des letzteren nur beim Weizen 
Selbstdehydrierung zu verzeichnen war, im ubrigen aber nur in An- 
wesenheit von geeigneten Donatoren, von denen bei Weizen und Hafer 
der Apfelsiure, bei der Gerste wieder der Oxalsiure die bevorzugte 
Rolle zufiel. Beim Mais war ein Zusatz des Hefekochsaftes gleichfalls 
unentbehrlich, um Dehydrierungswirkungen zu konstatieren. Es trat 
in diesem Falle auch die Selbstdehydrierung sogleich in Erscheinung, 
ferner beschleunigten die Reduktion des Methylenblaus die Donatoren 
Methylglyoxal, Ameisensaure, Apfel- und Bernsteinséure betrachtlich, 
wahrend Brenztraubensaure, Citronensaure, Milchsaéure, Oxalsiure und 
\einsdure deutliche Hemmungswirkungen ausiibten. 

Mit diesen Tatsachen im Zusammenhang kamen wir auf das Ver- 
halten des Methylglyoxals, dieses wichtigen Zwischenproduktes der 
Atmungs- und Garungsvorginge, im Erbsenmilieu zuriick, in dem es 
sich stets als ein hemmender Zusatz erwiesen hatte. Die folgende 
kleine Tabelle gibt dariiber Rechenschaft. 


1g Acetondauerpriparat aus Erbsen (griine Sorte) + 25cem Wasser. 
Je leem Zentrifugat + 0,3 ccm Methylenblau, 0,02°,ig, mit je: 





0.2cem H.O 0,2cem Phos- 0,2cem Phos- 0,2cem Phos- 
ve ree one phat Py = 6 phat pH 7 phat py 8 
0,2 cem 0,2 cem 0,2 O2cem 0,2cem O0,2cem 0.2 cem 0,2 ecm 
H,O  Hefekochsaft H,0 KS H,V KS H,O KS 
Min. Min. Min. Min. Min. Min Min Min 
03cem H,O 27 23 18 24.5 155 18 15 16 
0,25 eem H,O l 
+ 0,05 Methyl- 29 34 19,5 27,5 19.5 19,5 18 17 


glyoxal 0,7 °, 


Es geht die hemmende Wirkung des Methylglyoxals bei samtlichen 
angewandten Phosphatmischungen und auch bei der natiirlichen 
Aziditét (etwa py = 6 entsprechend) in wasserigen Ausziigen des 
Erbsentrockenpraparats (griine Sorte) eindeutig hervor. Eine ahnliche 
Wirkung iibt der Acetaldehyd in den Thunberg-Roéhren aus. 

Es ist hier zu betonen, da die Darstellung reiner Dehydrase- 
praiparate oder Ausziige bisher nicht gelang. In den mit Hilfe von 
Aceton aus Erbsenmaceraten dargetsellten Dauerpraparaten! bleibt 
das ganze fermentative Atmungssystem, soweit es sich an Hand der 
Versuche ergibt, weitgehend unversehrt erhalten: neben der Dehydrase 


1 4. Fodor u. L. Frankénthal, Fermentforschung 11, 469, 1930. 
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wirkt hier die Carboxylase, ferner 14Bt sich die Sauerstoffiibertragy 
nachweisen. Die Praparate lésen, sei es in Form ihrer wasserig; 
Suspension, sei es als Extrakt (zentrifugierte Suspension), im Apparat 
von Barcroft nachweisbare, erhebliche Atmungserscheinungen unt: 
Abgabe von Kohlendioxyd und Aufnahme von Sauerstoff aus. AuBer- 
dem enthalten sie, falls man fiir keine weitgehende Vordialyse sorgi, 
Eigendonatoren und auch Eigenakzeptoren, von denen die ersteren mit 
dem fremden Donator, die letzteren aber mit dem Methylenblau i: 
Wettbewerb treten. Eine geeignete Vordialyse des Praparats, behui- 
Entfernung dieser Stoffe, zieht eine ungemein starke Inaktivierung 
des dehydrierenden Fermentsystems und auch der iibrigen enzymatisclhien 
Wirkungen nach sich, die sich zwar durch Hefekochsaft partiell wiede: 
regenerieren lassen (insbesondere gilt dies von der Dehydrierung), 
dennoch aber sehr schwach und unzuverlassig bleiben. 

In Anbetracht dieser Umstande lassen sich die Grenzen der Thunberg 
Methode fiir dergleichen verwickelte pflanzliche Systeme leicht ab 
schatzen. Nehmen wir als Beispiel das Methylglyoxal. Wirdes dehydriert, 
so bildet sich bekanntlich Brenztraubensaure, die in Anwesenheit de: 
Carboxylase CO, abgibt und Acetaldehyd hinterlaBt. Da dieser jedoch 
als Wasserstoffakzeptor in Kraft tritt, so ergibt sich daraus eine Rivalitit 
mit dem Methylenblau, und zwar zum Nachteil des letzteren, wie de: 
Versuch zeigt. Aus dem gleichen Grunde hemmen auch Pyruvinat und 
Aldehyd, die beiden Produkte der Dehydrierung des Methylglyoxals. 
Allein, wie das Beispiel des Maises gezeigt hat, ist diese Hemmung 
des Methylglyoxals keineswegs obligatorisch; denn hier erwies sich 
dieses als ein guter Donator. Es wird also offenbar von der Zusammen- 
setzung des gesamten Milieus abhangig sein, ob diese Rivalitat seitens 
des Aldehyds von Erfolg begleitet wird oder nicht. Wird z. B. de: 
letztere auf irgendeine Weise abgefangen, oder einer weiteren Konden- 
sation (Carboligase Neubergs) unterworfen, so wird man auch nach der 
Methode von Thunberg in der Lage sein, die Donatorennatur des Methy!- 
glyoxals selbst in Anwesenheit der Carboxylase nachzuweisen. 

Oder nehmen wir die Apfelsiure als anderes Beispiel. Ihre De- 
hydrierung ergibt zunadchst im Sinne der Gleichung COOH .CHOH 
.CH,. COOH — H, = COOH .CO.CH,.COOH,  Oxalessigsiure, 
deren Decarboxylierung Malonaldehydsiure, COH.CH,.COOH 
liefert. Diese stellt unter Umstanden wiederum einen Wasserstoff- 
akzeptor dar und kann durch Hydrierung in die f-Oxypropionsaure 
umgewandelt werden. Die Konkurrenz mit dem zugesetzten Farbstoff- 
akzeptor ist also ohne weiteres begreiflich. 

Nur in wenigen Fallen wird man es mit so einfachen und iiber- 
sehbaren Verhaltnissen zu tun haben, daB die Veranderung eines 
Donators klar vorliegt. Dies ist z. B. bei der Ameisensaure so, die bei 
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inver Dehydrierung in Kohlendioxyd und Wasserstoff zerfallt, ohne 
Wasserstoffakzeptoren zu bilden. Ahnlich liegen die Dinge bei det 
Oxalsaure. 


Endlich diirfen wir nicht auBer acht lassen, daB auch die Pflanzen. 
zellen iiber eigene, daselbst heimische Akzeptoren verfiigen kénnen, 
die auf die Reduzierbarkeit des Methylenblaus ebenso hindernd ein- 
zuwirken vermégen, wie die durch die Donation selbst entstehenden 
Akzeptoren, von denen zuvor die Rede war. Diese Uberlegung brachte 
uns auf den Gedanken, Carotin zu unseren Versuchen hinzuzufiigen, 
um auf diese Weise kiinstlich eine Ablenkung des Wasserstoffs vom 
Methylenblau herbeizufiihren. Wie die folgende kleine Tabelle mit 
Hefeversuchen erweist, kann dies ohne Schwierigkeit bewerkstelligt 





werden: 
Je leem einer 10°/ jig. Suspension lebender Hefe 
+0,5eem Methylenblau 0,02° 
0,.0cem H, 0 0,50cem H,0 0,50 cem 
0,70 ecm + 0,50 eem + 0,20 cem Carotin 
H,0 Carotin n/l0 KCN + 0,20 cem 
0,1°% (neutral) KCN 
Min. Min. Min Min 
Geen Tae clase + 47 71 62 75 
0.05 . Imol. Succinat . . 11 24,5 14 21,5 
0,05 , Imol. Malat ... 11 23 13,5 24 
0,05 , 1mol. Lactat ... 26,5 36 29 40 
0,05 , mol. Formiat . . 25 35 26 35 
0,05 , Imol. Pyruvinat. . 23 33,5 30 37,5 


(Kalisalze) 


Wir ersehen aus diesen Daten, daB Carotin die Reduktionszeit des 
Methylenblaues betrachtlich verlingert, somit also als Wasserstoff- 
akzeptor in Konkurrenz tritt, ferner daB Cyankali die Farbstoffreduktion 
an sich hemmt, allein den Carotineffekt nur ganz unbedeutend be- 
einfluBt?. 


Eindeutige Resultate kann man von den Reduktionsmethoden, 
mége es sich um die Bleichung von Farbstoffen oder um die Uber- 
fihrung von Nitraten in Nitrite usw. handeln, nur in dem Falle er- 
warten, wo vollig eindeutige Systeme im Spiele stehen, und wo ins- 
besondere ein stérender Eingriff von fremden Akzeptoren, ob sie nun 
im Milieu sténdig auftreten oder ob sie durch die Verwandlung der 


1 Die in einer vorlaufigen Mitteilung von A. Fodor u. R. Schdnfeld 
(diese Zeitschr. 288, 243, 1931) gemachten Angaben iiber den EinfluB des 
Cyankalis sind demnach zu berichtigen. Wir verwandten dort nicht 
neutralisiertes KCN, wie im oben erwahnten Versuch, so da8 die Hydroxy!- 
ionen stérend eingegriffen haben. 
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Ponatoren gebildet werden, nicht zu betirchten ist. Da jedoch Be- 
jingungen von einer solchen Einfachheit und Ubersichtlichkeit in 
Pflanzenorganen zurzeit nicht erreichbar sind, so fanden wir es vorteil- 
hafter fir die Erkenntnis des Verhaltens bestimmter Donatoren und 
auch Akzeptoren, uns der Barcroftschen Methode der Messung der 
Kohlenséureentbindung und der Sauerstoffaufnahme zu_bedienen. 
Die Versuche in unseren Tabellen I und Il sind daher mit Hilfe dieser 
Methode angesetzt worden. Der Raumersparnis zuliebe teilen wir nur 
die Zweistundenwerte unserer Messungen mit, wiewohl] stets fiinf Zeiten 
(von 30 bis 150 Minuten) beobachtet worden sind. Die Zweistunden- 
werte haben fiir eine Ubersicht den Vorteil, daB sie anfanglich kleine 
stérende UnregelmaBigkeiten ausschlieBen und andererseits auch die 
Gefahr einer zu weit vorgeschrittenen Fermentreaktion, die, wie die 
Erfahrung zeigt, vielfache Fehler in sich bergen kann, vermeiden. 

Die Serie 1 in Tabelle I besitzt das Methylglyoxal bei der Ein- 
wirkung einer Suspension des Erbsenacetondauerpraparates zum 
Gegenstand. Wir finden, daB die Steigerung der CO,-Abgabe gegeniiber 
der Selbstatmung bei der Wasserstoffzahl 6 am besten hervortritt, 
indes dies fiir die O,-Aufnahme bei px = 7 und offenbar auch noch 
dariiber hinaus zutrifft. Daher ist der Quotient CO,/O, bei pa = 6 
am héchsten, indes er bei py = 7 den Wert von rund 2 erreicht. Es 
erweckt also den Anschein, als wiirde unter dieser Bedingung aus- 
schlieBlich die Reaktion 


CH,.CO.COH.H,0O = H, + CO, + CH,.COH 


unter Verbrennung des dehydrierten Wasserstoffs vor sich gehen, 
wobei auf 1 Mol CO, ein Atom O fallt und daher der Quotient CO,/O, = 2 
resultiert. Ob nun in der Tat Methylglyoxal als Donator in dieser 
Weise dominiert, oder ob ein Zufallswert fiir den Quotienten vorliegt, 
laBt sich vorderhand nicht beweisen. Der Nachweis jedoch, da Methyl- 
glyoxal, das nach der Thunberg-Methode sich als Donator nicht er- 
kennen 1aBt, in der Tat als ein solcher im Erbsensystem fungiert, wurde 
auf diesem Wege in aller Deutlichkeit erbracht, Dafir spricht schon 
die starke Erhéhung des Atmungsquotienten, die sich durch die Ent- 
stehung von Acetaldehyd, der als H,-Akzeptor eintritt, erklaren ]aBt. 
Bei pu = 7 dagegen muB diese Funktion des Aldehyds stillgelegt und 
der Wasserstoff dem Luft-O, zugefiihrt worden sein. 

In Serie 2 finden wir verschiedene andere Donatoren vor, zum Teil 
in Anwesenheit von Hefekochsaft (K.8.), zum Teil ohne solchen. 
Einzig und allein das Formiat erweist sich als ein wahrer Donator, 
auf Grund der durch es bewirkten Steigerung beider Werte, des CO, 
und des O,, mit oder ohne K.8. Im Versuch ohne Anwesenheit von 
K. §. finden wir auch hier wiederum einen Wert des Quotienten in der 
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Nahe von 2 vor, als wiirde die Ameisenséiure als Atmungsmate: 
dominieren und sich nach der Gleichung 

HCOOH = CO, + H, 
unter vollstandiger Verbrennung des Wasserstoffs zersetzen, wora 
CO,/O, = 2 hervorgehen wiirde. 

Vom Pyruvinat abgesehen, dessen gewaltige Kohlensiureabga le 
ein Effekt der Carboxylase darstellt, hemmen alle iibrigen Zusity 
im Einklang mit den friiher aufgefundenen Ergebnissen der Thunberg. 
Methode (allerdings machte das Malat in Gegenwart von K. 8. eine 
Ausnahme, aber ausschlieBlich bei Verwendung von durch erschépfende 
Dialyse zuerst inaktivierter und sodann durch K. §8. reaktivierter Sifte 
Der Eintlu8 der Abwesenheit fremder Donatoren, die bei der Dialyse 
entfernt werden, kommt somit hier deutlich zur Geltung). Das Tartrat 
allein zeigt keine hemmende Wirkung auf die CO,-Abgabe, eher eine 
geringe Férderung der letzteren, die aber zu unbedeutend ist. Ebenso 
klein ist sein EinfluB auf den O,-Wert. 

Es ergibt sich die Frage, worauf diese Hemmungen zuriickzufiihren 
sind. Nach allem, was uns heute iiber das Wesen der Fermentsysteme 
bekannt geworden ist, laBt sich die Voraussetzung, daB irgendein 
Fremdzusatz zu einem beliebigen enzymatischen System, der weder als 
Substrat, noch als ein direktes aktives Agens in Frage kommt, das 
betreffende System unbeeinfluBt lassen miisse, entschieden von de1 
Hand weisen. Indifferente Stoffe dieser Art gehéren zu den gréBten 
Seltenheiten auf diesem Gebiet. Die universelle Befihigung der Stoffe 
als Trager der fermentativen Aktivitét, der ,,zymoaktiven Substanz* 
in der Terminologie des einen von uns, mitzuwirken und die Aktivitit 
entweder im Sinne einer Erhéhung oder einer Verminderung zu alte- 
rieren, ist viel verbreiteter, als es manche Forscher gerne annehmen 
méchten. Auf diese Weise entstehen Aktivierungen bzw. paralysatorische 
Wirkungen der verschiedensten Abstufungen, von der Tatigkeit de1 
direkten Aktivatoren bis zu jener der ausgesprochenen Gifte. In diesen 
Fallen handelt es sich aber um die extremen Wirkungen bestimmte: 
Trager, die bei der Aktivierung eine groBe ,,Zymolabilitét de: 
aktiven Materie gewahren, bei den Giftwirkungen wieder diese der. 
maBen zymostabil machen, daB der Trager zu einem ,,nichtzymo- 
phoren“ wird und tiberhaupt keine Beweglichkeit mehr der aktiven 
Materie! einréumt. 

In diesem Sinne laBt sich auch die Hemmwirkung der zugesetzten 
Sauren auffassen. Sie stellen Trager gréBerer Zymostabilitat fiir dic 
aktive Materie der Dehydrierung dar und hindern dadurch die letztere 
in ihrer Geschwindigkeit. Den Einwand, da8 wir in diesem Falle dis 


1 4A. Fodor u. L. Frankenthal, diese Zeitschr. 228, 101, 1930. 
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anregende Wirkung von zugesetzten Donatoren auch nicht sicherstellen 
konnten, denn sie dirften unter Umstinden lediglich zymolabilere 
Trager darsteHen, miissen wir im allgemeinen zwar gelten lassen, hier 
aber mit der Begrindung entkraftigen, daB die in unseren Versuchen 
vorkommenden Systeme meistens maximal arbeiten und sich in ihren 
fermentativen Aktivitaéten als solchen ohne Zufiihrung neuen De- 
hydrierungssubstrats sehr schwer aktivieren lassen. Ubrigens konnten 
wir friiher wiederholt feststellen, daB in Ermangelung einer hinreichenden 
Menge von Eigendonatoren die zugesetzte Ameisensaure direkt hemmend 
zu wirken vermag. 

Mit Ausnahme des Methylglyoxals gibt daher die Messung der 
Atmung mit der Methode von Thunberg iibereinstimmende Auskiinfte 
iiber die Donatorenfunktionen der einzelnen Carbonséuren bzw. Oxy- 
carbonsauren. 

Weitere Versuche uber das Verhalten der Ameisensaiure bei der 
Dehydrierung durch das Erbsensystem finden wir in den mit Erbsen- 
meh] unternommenen Versuchen der Serie 3. Die beiden zugehérigen 
Nullversuche mit und ohne Cyankalizusatz zeigen zunachst die bereits 
friher festgestellte Tatsache!, daB KCN die absoluten Werte der 
Kohlenséiure und des Sauerstotfs bei der Atmung von Erbsenmehl 
stark herabsetzt, terner den Atmungsquotienten auf rund 1 bringt. 
Formiatzusatz wirkt bei Erbsenmehl, wie gleichfalls bereits bekannt 
war*, ebenfalls senkend auf die beiden Werte, CO, und O,, wahrend 
der Atmungsquotient ziemlich normal bleibt, meist in der Mitte 
zwischen 1 und 2 oder sogar tiber 2. Formiat in Gegenwart von 
KCN bewirkt eine noch starkere Verminderung der beiden genannten 
GréBen, indes der Quotient auf Werte unter der Einheit sinkt. 

Neu dagegen ist der Befund mit Carotin. Zur Verwendung gelangte 
oxydiertes Carotin, das in der Weise dargestellt wurde, da rotes 
Produkt in einem Exsikkator tagelang mit Luft gesattigt wurde. 

Setzt man Oxycarotin zur Erbsenmehlsuspension, so stellt sich 
eine nur unbedeutende Veranderung der entwickelten Kohlensaure ein, 
indes der aufgenommene Sauerstoff stark herabgesunken ist. Dem- 
entsprechend steigt der Atmungsquotient und zeigt an, dafS§ der 
ProzeB stirker anaerob geworden ist als ohne Carotinzusatz. Dieser 
wirkt also sauerstoffsparend, d.h. als Akzeptor fiir Wasserstoff, wie 
im oben mitgeteilten Versuch mit Hefe. KCN stért diesen EinfluB 
und stellt ahnliche Verhaltnisse her, wie ohne Carotinzusatz und in 
Anwesenheit von KCN, wiewohl nur in angenaherter Weise, denn der 
Atmungsquotient bleibt gréBer als 1. Formiat und Oxycarotin 


1 4. Fodor, L. Frankenthal u. S. Kuk, diese Zeitschr. 225, 409, 1930. 
2 Ebendaselbst 225, 409, 1930. 
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zusammen bringen einen CO,-Wert hervor, der von jenem des Versu 
mit Formiat allein nicht sehr unterschiedlich ist, dagegen ist der O,-Wi 
erheblich geringer als hier. Deshalb steigt auch der Atmungsquoti: 
auf rund 2. Es ist hervorzuheben, daB diese GréBe des Quotienten 
keinen Zufallswert darstellt, da sich der gleiche Wert unabhangig you 
der Zeit immer wieder einstellt. 





ang CO, 02 C02/02 
30 18,49 9.26 2,00 
60 38,12 18,50 2,10 
90 55,46 25,45 2,11 

120 71,64 33,55 2,11 

150 86,66 40,49 2,11 


Wiederum wird hier der Eindruck erweckt, als wiirde die Ameisen- 
siure als alleiniger Donator, unter Verdringung der Eigendonatoren, 
zur Dehydrierung gelangen, und als wiirde der frei gewordene Wasser- 
stoff vollstandig verbrannt werden. Allein im oben erwahnten analogen 
Falle des Methylglyoxals bei py = 7 fanden sich nach kirzeren Zeit- 
intervallen héhere Quotienten als nach langeren ein und gerade beim 
Zweistundenversuch ergab sich der Wert von rund 2. Hier handelte 
es sich lediglich um eine besondere Konstellation im sinkenden Gange 
der Quotienten, indes im Formiat-Carotinversuch der Wert von etwa 2 
konstant bleibt. Der Gedanke, daB hier eine Verdrangung aller Kigen- 
donatoren durch das Formiat im Spiele steht, ist daher nicht von der 
Hand zu weisen. Allerdings fallt es zunachst sehr schwer, die Fiage 
zu beantworten, wodurch gerade ein Wasserstoffekzeptor, wie das 
Oxycarotin, dies bewirken sollte. Nur durch eine ausgesprochene 
Carotinophilie des Formiatwasserstoffs und Ersatz des durch diesen 
verbrauchten Carotinsauerstoffs aus der Luft kénnte man diesen 
Verlauf der Dehydrierung plausibel erklaren. 

Formiat in Gegenwart von Carotin und KCN bringt wieder niedere 
Werte fiir CO, und O, hervor, jedoch sinkt der Atmungsquotient in 
Anwesenheit des Carotins nie so tief unter dem EinfluB des KCN als 
in den Versuchen ohne Carotin. Dieses macht demnach sein Vermégen, 
als H,-Akzeptor zu wirken, auch in Gegenwart des Cyans geltend. 
Auch ist der CO,-Wert im Beisein des Carotins héher als im Versuch 
Formiat + KCN ohne Carotinzusatz. Unzweifelhaft stellt also das 
oxydierte Carotin auch fiir den Wasserstoff der Ameisenséure einen 
wirksamen Akzeptor dar, welche Funktion durch das Cyankali nicht 
nachweislich gestért wird. 

Die Serie 4 hat Versuche mit dem Erbsenacetontrockenpraparat 
und den Eigendonatoren des letzteren bzw. des Hefekochsaftes zum 
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halt. Die Eigenatmung des Piaparats ergibt den Quotienten 1,98. 
r ist jedoch nicht wahrend des ganzen kinetischen Ganges gleich, 
ondern betragt nach 30 Minuten 2,45 und erreicht nach 150 Minuten 
lauernden Sinkens 1,94. Der Verlauf der Atmung wird also stets mehr 
erob, welche Tatsache wir hier ad notam nehmen wollen, um sie spiter 
iuszuwerten. 

Fiigt man zum Praparat Hefekochsaft, so steigen die Werte fiir 
CO, sowie O, stark an, und man sieht sich daher vor die Frage gestellt, 
ob dies infolge der Zufuhr von frischem Brennstoff durch den K. 8. 
geschieht, oder weil irgendein Bestandteil des letzteren auf die Donatoren 
des Praparats aktivierend einwirkt. Subtrahieren wir von der CQ,-Zahl 
des K. 8. diejenige der Eigenatmung des Praparats, so erhalten wir den 
Wert 37,06, somit keinen geringeren, als den man auch nach der Zugabe 
von Oxycarotin zum Praparat ohne Abzug der Eigenatmung erhalt. 
Das besagt aber, daB der Kochsaft im Vergleich zum Praparat be- 
deutende Mengen von Atmungsstoff mitfiihren muB, da das Carotin, 
das allerdings keineswegs Atmungsstoff im gleichen Sinne ist, sondern 
lediglich aktivierend wirkt, einen viel kleineren Zuwachs des CO, 
liefert als K.S. 

Betrachten wir auf der anderen Seite die Sauerstoffzahlen, so 
finden wir, daB der K.S. einen viel starkeren anaeroben Charakter 
der Atmung hervorruft als das Oxycarotin, wie dies auch von den 
Atmungsquotienten angezeigt wird. Setzt man nun zugleich K.S. 
und Carotin zur gleichen Menge des Praparats, so ergibt sich keine 
gréBere CQO,-Zahl als mit K. 8. allein, ferner hat die O,-Zahl, im Vergleich 
zuia Versuch mit K. 8. allein, sehr stark abgenommen. Dieser Umstand 
bedingt daher eiie bedeutende VergréBerung des Quotienten, somit 
also eine Verstirkung des anaeroben Charalters der Atmung im hohen 
MaBe. 

Der auf Zusatz von K. 8. plus Carotin auftretende ungefahre gleiche 
Wert fiir CO,, den man auch mit K.§8. ohne Carotin erhalt, spricht 
deutlich dafiir, daB das System bereits imersteren Falle maximal arbeitet, 
so daB ein weiterer Aktivator, in Gestalt des Carotins, keine Erhéhung 
der CQ,-Entwicklung mehr bewirkt. Die gleiche Menge an aktiver 
Materie bei gleichbleibendem Volumen vermag diese Héchstleistung 
nicht mehr zu iiberschreiten. Da wir annehmen miissen, dai die CO,- 
Entbindung erst nach vorangegangener Dehydrierung erfolgen kann, 
so geniigt es, wenn das dehydrierende System maximal arbeitet und 
dadurch eine Grenze bedingt. Die Beteiligung des Carotins laBt sich 
jedoch daran erkennen, daB die O,-Ziffer stark abgenommen hat. 
Wiederum sehen wir die Akzeptornatur des letzteren Stoffes zum 
Ausdruck gebracht. Zugleich aber dirfen wir schlieBen, daB sowohl 
der aus den Eigendonatoren des Praiparats als auch aus den Donatoren 
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des K. 8. dehydrierte Wasserstoff carotinophil ist, daB dies aber ga 
besonders von der letzteren Quelle gilt. Im anderen Falle ware ci 
starke Anstieg des Quotienten, d. h. von 2,81 bzw. 2,23 auf 3,79, nic! 
verstandlich. Die bei der Dehydrierung der Donatoren frei werdend 
Wasserstoffmengen werden teils an den Luftsauerstoff, teils an Akzey 
toren, mégen solche bereits anwesend sein oder, wie der Aldehyd, erst 
bei der Atmung gebildet werden, iibertragen. Der Umstand abx 
daB K.8., mit Carotin gemeinsam angewandt, den anaeroben Charakte: 
des Vorganges so stark vergr6éBert, spricht eindeutig dafiir, daB in 
diesem Falle der Carotinsauerstoff die Rolle des Wasserstoffakzeptors 
in hohem MaBe tibernahm. Wir haben hinzuzufiigen, daB nicht oxy- 
diertes Carotin, in kolloider Lésung verwendet, diese Wirkung nicht 
zeigt, dab somit der vom Carotin gebundene Sauerstoff den aktiven 
Bestandteil des Akzeptors darstellt. Er entzieht zum mindesten den 
sonst an den Luftsauerstoff iibertragenen Wasserstoff zu einem grofben 
Teil; es 14Bt sich aus diesen Versuchen nicht ersehen, ob sich die gleiche 
Ablenkung auch auf den normal an andere Akzeptoren iibertragbaren 
Wasserstoff bezieht. 

Bei der nachsten Serie, Nr. 5, wurde zu simtlichen Lésungen die 
gleiche Menge Methylglyoxal von vornherein hinzugefiigt. Die Atmung 
besitzt hier bereits ohne Anwesenheit von K.S. einen ausgepriigt 
anaeroben Charakter, der durch letzteren nicht wesentlich beeinfluBt 
wird. Der bei der Dehydrierung frei werdende Wasserstoff wird also 
nicht nur an den Luft-O, bzw. an die Eigenakzeptoren, sondern auch 
an den bei der Verwandlung des Methylglyoxals entstehenden Acet- 
aldehyd tbertragen. Kommt dann noch Oxycarotin hinzu, so wirkt 
auch dieser als Wasserstoffakzeptor und bedingt einen weiteren Anstieg 
des Atmungsquotienten. AuBerdem sehen wir, daB das Carotin fiir 
sich auch hier wieder die Intensitat der Atmung, erkennbar an det 
vermehrten CO,-Entwicklung, steigert. Bei Zusatz von K. 8. und Carotin 
zugleich stellt sich gegeniiber dem Versuch mit K. 8. allein keine erhdhte 
CO,-Abgabe ein, wieder als Zeichen, daB das System, mit K. 8. fiir 
sich zugesetzt, schon maximal arbeitet. Der Quotient betragt in diesem 
Falle, d. h. bei Zugabe von beiden Lésungen, ziemlich genau das Mitte! 
der Quotienten der drei Einzelversuche: 3,68, berechnet : 3,60. Anders 
wie im Versuch ohne vorherige Zugabe des Methylglyoxals wird hier 
der anaerobe Charakter der Atmung durch die Zugabe von Carotin 
neben K. 8. nicht mehr gesteigert, da das Methylglyoxal durch seine 
Anwesenheit zur Erschépfung der beteiligten Akzeptoren hinreichend 
beitragt. 

Serien 6 und 7 befassen sich mit der Frage des Einflusses von 
Methylglyoxal ohne das Zugegensein und auch in Anwesenheit des 
Kochsaftes, und zwar bei px = 6 und auch 6,5. Wir ersehen aus den 
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krgebnissen den groBen Anstieg des Atmungsquotienten unter der 
Kinwirkung dieser Zugabe, und einen bedeutenden Abfall von der 
erreichten Hohe in Anwesenheit von Methylglyoxal + K.S8., wobei, 
wenigstens im Versuch bei py = 6, der durch die Zufiigung von K. 8. 
allein bewirkte CO,-Wert durch den Zusatz von Methylglyoxal (M. G1.) 
nicht weiter tberschritten wird. Der groBe Anstieg des Quotienten 
hangt natiirlich mit der Entstehung des Aldehyds aus dem M. Gl. 
zusammen und den dadurch abgefangenen Wasserstoffmengen. Daher 
auch die Verringerung der O,-Ziffern beim Zusatz des M. Gl. Berechnen 
wir das Mittel einerseits der CO,-Werte und andererseits der O,-Werte 
aus den beiden einzelnen Versuchen mit M. Gl. bzw. K. 8., so erhalten 
wir fiir CO, etwa 41 cmm, fiir O, hingegen etwa 11,2 cmm, im Versuch 
bei Pu = 6 etwa 45cemm CQ,, und etwa 15cmm O, im Versuch bei 
pu = 6,5. Die auf diese Weise berechneten CQ,-Ziffern sind also um 
ein Betrachtliches niedriger als die im Versuch M. Gl. + K.S8. ge- 
fundenen Werte, indes sich fiir die O,-Werte eine recht gute Uberein- 
stimmung beider herausstellt. Dies besagt, daB sich im vereinigten 
Versuch zwar mehr CO, bildete, als aus den beiden Einzelversuchen 
hervorgeht, nicht aber auch eine starkere O,-Aufnahme stattfand, d. h. 
der Vereinigung von M.GIl. und K.S. diirfen wir eine Verstirkung des 
anaeroben Charakters der Atmung zuschreiben. Der aufgenommene 
Sauerstoff bleibt der Menge nach gleich, trotz des Umstandes, daB 
mehr CO, entbunden wurde. Diese Erscheinung kann unseres Er- 
achtens nur in der Weise erklart werden, daf man die verstdrkte De- 
hydrierung des Methylglyoxals unter dem EinfluB des K.S. annimmt 
und die Mehrbildung an CQ, auf Rechnung der Decarboxylierung der 
vermehrten Brenztraubenséuremenge setzt, indes das Plus an Wasser- 
stoff eventuell durch den aus der ersteren hervorgehenden Aldehyd 
gebunden wird. Ist dem aber so, dann mu} im K. 8. auBer dem darin 
enthaltenen Atmungsmaterial noch etwas enthalten sein, das die 
Dehydrierung von M. Gl. zu stimulieren imstande ist, oder das etwa 
in der Weise wirkt wie das Oxycarotin, in welchem Falle der Wasser- 
stoff freilich nicht mehr dem Aldehyd zufallen wiirde, sondern dem 
analog dem Carotin wirkenden H,-Akzeptor. Man kann in diesem 
Zusammenhang an das Cytochrom denken, dessen c’-Komponente 
nach Ketlin hitzebestandig ist’. 

DaB die verwandten Zusatze auch beim vélligen Entzug der Luft 
und Beschicken des Barcroftschen Apparates mit Stickstoff im gleichen 
Sinne wirken, wie unter Luftzufuhr, zeigen die Versuche der Serie 8. 
Wir diirfen daher folgern, daB die anwesenden Akzeptoren hinlanglich 


1 Proc. Roy. Soc. London 104, 235, 1929.  Angefochten durch 
K. Shibata u. H. Tamiya, Acta Phytochimica 5, Heft 1, Tokyo 1930. 
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fur eine ungehinderte Dehydrierung der beteiligten Donatoren sorg 
auch wenn keine Ubertragung an den Luft-O, méglich ist. 

Serie 9 der Tabelle I zeigt uns endlich, daB Glucose weder diir si 
noch in Anwesenheit von K. 8. als Donator fungiert. Das von ins 
angewandte Praparat enthalt das glykolytisch wirksame Ferme: 
system nicht, wenigstens nicht in seiner Ganzheit. 

Nunmehr sind wir auch in der Lage, eine Deutung zu finden {iy 
die Tatsache, daB die Atmungsquotienten bei der Atmung des Erbsen. 
acetontrockenpraparats im dauernden Fallen begriffen sind, wies dics 
die folgende kleine Tabelle zu beweisen imstande ist. 





Zeit OSs rn) C02/0 
Min. emm s via 
30 10,87 4,433 2.45 
60 18,35 8,084 2,27 
90 22,44 10,95 2,05 
120 28,43 14,34 1,98 
150 36,54 18,78 1,94 


Ahnlich sinken die Quotienten in Gegenwart von K. 8. von 2,88 
auf 2,59; beim Zusatz von Carotin von 2,63 auf 2,22: von beiden Ingre 
dienzien: von 5,82 auf 4,06. Der Atmungsvorgang wird also standiy 
weniger anaerob, indem relativ immer mehr Sauerstoff verbraucht 
wird. Dieser Fall kann offenbar dann eintreten, wenn von vornherein 
eine begrenzte Menge von Wasserstoffakzeptoren vorhanden ist, die 
im Laufe der Atmung allmahlich verbraucht wird. Es wird dann stets 
relativ mehr Wasserstoff dem im Uberschu8 vorhandenen Luft-0, 
zugefiihrt. Der Endwert des Quotienten aber wird von der jeweilige: 
Menge der wahrend der Atmung selbst gebildeten Akzeptoren abhangig 
sein. In dem gegebenen Beispiel stellt die Zahl etwa 2 einen solchen 
Endwert dar, der z. B. der Verbrennung von Methylglyoxal (1 Mo! 
zu CO, + CH,COH + H,O zukommen miiBte, und zwar fiir den Fal! 
daB der Aldehyd abgefangen und etwa zu einer Kondensation ver- 
wendet wird. 

Wir behandelten in den Versuchen der Tabelle 1 mehrere Faille 
in denen der durch Dehydrierung frei werdende Wasserstoff als caroti- 
nophil zu erkennen war. Dies ist im Erbsensystem zumeist zu kon 
statieren. Anders verhalten sich Mehle der Getreidearten Weizen 
Hafer und Gerste, wie die Versuche der Tabelle II erweisen. Zunachst 
fallt uns hier der Umstand auf, daB die Atmungsquotienten in Ab- 
wesenheit von K. 8. entweder genau |] betragen, oder noch weniger al- 
die EKinheit, daB also der Vorgang entweder rein aerob ist, oder sogai 
einen UberschuB an Sauerstoff verbraucht. Der zugesetzte K. 
bewirkt durch seine Wasserstoffdonatoren, daB der ProzeB eine: 
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ssaeroben Habitus gewinnt, wobei aber der Hafer eine Ausnahme 
macht. Bei diesem kompensiert die H,-Donation die tiberschiissige 
(),-Aufnahme gerade bis zum Erreichen der Einheit des Quotienten. 
Zusatz von Oxycarotin wirkt beim Weizen auf die Werte von CO, 
und O, etwas verringernd, bei den beiden anderen Getreidearten dagegen 
<chwach férdernd, ohne aber, wie bei der Erbse, den Atmungskoeffi- 
zienten zu beeinflussen. Der friihere Charakter der Atmung bleibt 
erhalten. Noch instruktiver ist der Versuch mit K. 8. + Oxycarotin. 
Auch in diesem Falle andert sich der Quotient nicht. Aber dariiber 
hinaus bleiben die Werte von CO, und O, gegeniiber jenen des Versuchs 
mit K. §. allein praktisch genau die gleichen. Dem Carotin kommt also 
hier, im Gegensatz zum Erbsensystem, keinerlei Wirkung auf den 
Charakter der Atmung zu. Die geringe Beeinflussung der absoluten 
Werte von CQO, und Q,, die, wie wir sahen, verschiedenen Sinnes sein 
kann, mag nur daran liegen, daB das Carotin als Fremdstoff die 
fermentative Aktivitat verandert, wie dies unsererseits oben ausein 
andergesetzt wurde. 

Eine besondere Stelle nimmt in diesen Versuchen das Maismehl 
ein. Auch dieses ergibt als Atmungsquotienten zunichst die Einheit 
wie der Weizen. Erinnern wir uns in diesem Zusammenhang der Tat- 
sache, daB die genannten Getreidearten und auch der Mais! ohne die 
Zugabe des Hefekochsaftes nach der Thunberg-Methode keine Reduktion 
von Methylenblau zeigen, daB also ihre Mehle wohl das Dehydrase- 
system, jedoch keine wirksamen Donatoren enthalten, daB solche erst 
mit dem K. 8. zugefiigt werden. Das Maismeh] enthilt nun tiberhaupt 
sehr diirftige Mengen von Atmungsmaterial. Figt man jedoch K. 8. 
dazu, so wird sogleich ein geradezu stiirmisch zu nennender aerober 
Vorgang eingeleitet und der Atmungskoeffizient zu einer auBerordent- 
lichen Héhe emporgetrieben. Carotin tiir sich andert den Charakter 
der Atmung auch beim Mais nicht, wiewohl es etwas stimulierend auf 
die Werte von CO, und QO, einwirkt. Eigenartig dagegen ist das Zu- 
sammenwirken von K. 8. + Oxycarotin. Der CO,-Wert sinkt gegen- 
iiber dem Versuch mit K. 8. allein bedeutend herab, indes der O,-Wert 
ansteigt, so daB der Atmungshabitus, wie der Quotient anzeigt, weniger 
stark anaerob wird. Wir glauben nicht fehl zu gehen, wenn wir in 
den Mittelpunkt dieses Phanomens den Aldehyd stellen. Ein so stark 
anaerober AtmungsprozeB, wie ihn das Maismehl auf Zusatz von K. 8. 
aufweist, stellt einen Zuckerabbau dar, der einer alkoholischen Garung 
entspricht, also den Vorgang, in dem, wie C. Newberg nachgewiesen 
hatte, decarboxylierte Brenztraubensdure, d.h. Acetaldehyd, durch 
den bei der Dehydrierung des Zwischenproduktes Methylglyoxal frei 


1 lc. VIIT. Mitteilung. 
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gewordenen Wasserstoff zu Alkohol reduziert wird. Wird nunnm 
durch Zusatz des Oxycarotins dieser Wasserstoff vom ersteren parti 
abgefangen, so kommt es zu einer gréBeren Ansammlung des Aldehy |. 
und der DecarboxylierungsprozeB erfahrt eine entsprechende Hemmun, 
Dies auBert sich in den herabgesetzten CO,-Ziffern. Die erhéhte O,-A 
nahme aber kommt offenbar von der langsam vor sich gehenden Ox 
dation des angesammelten Aldehyds, der seinerseits nur langsam a}) 
gefangen bzw. kondensiert werden kann, besonders wenn er in gréBerey 
Mengen erscheint. 

Bestatigt wird diese Auffassung auch durch das Verhalten de: 
Atmungsquotienten wahrend des Reaktionsverlaufs. 





Maismehl + K.S. 


Maismehl + 


K.S. + Oxyearotin 


Zeit a ee ee = : be a = = 
CO, O2 CO2 COs O» CO, 
Min. ecmm emm Og emm emm O» 
30 34,12 3,071 11,10 31,45 4,432 7,11 
60 64,88 5,502 11,77 53,54 9,402 5,70 
90 84,39 7,677 10,95 72,47 12,630 5,73 
120 103,70 9,980 10,38 89,21 16,790 5,32 


Im Versuch mit K.S. allein andert sich der Quotient nicht sehr 
wesentlich, besonders wenn wir seine absolute GréBe beriicksichtigen 
Dagegen fallt der enorme Sprung des Quotienten im Beisein des Oxy- 
carotins von 7,1 auf 5,7 ins Auge. Bevor es also zu nennenswerten 
Ansammlungen des Aldehyds kommt, behalt der Vorgang noch seinen 
starken anaeroben Charakter, der indes allmahlich abflaut, sobald die 
Hemmwirkung des Aldehyds sich fiihlbar zu machen beginnt. 

Entgegen dem Verhalten des Weizen-, Hafer- und Gerstenmehs 
gewahrt das Fermentsystem des Maismehls, genau wie das Erbsen- 
system, den Donatoren des Kochsaftes eine Carotinophilie. Die schwache 
aber unzweifelhaft bestehende Wirkung der im Erbsensystem zum 
Ausdruck gelangenden Eigenakzeptoren des Kochsaftes diirfte beim Mai- 
wegen des tiberragenden Aldehydeffektes schwerlich nachzuweisen sein 
Weitere Versuche werden uns hieriiber Rechenschaft zu geben haben 

Das pflanzliche Gewebe stellt in bezug auf Atmung ein auBer- 
ordentlich komplex zusammengesetztes System von Donatoren 
primairen und sekundaren Wasserstoffakzeptoren dar, abgesehen von 
dem Ubertragungsapparat an den Luftsauerstoff. Unter diesen Um 
standen ware es durchaus verfriiht, an das Studium § spezifische: 
Wirkungen heranzugehen. Vorlaufig kann es sich lediglich darum 
handeln, den Mechanismus von dergleichen Systemen in seinen all- 
gemeinsten Ziigen kennenzulernen und scheinbare Widerspriiche auf 


zuklaren versuchen. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den kolloidalen 
Zustand yon Cholesterin, Cholesterinester und Lecithin. 


VI. Mitteilung: 
Die katalytischen Eigenschaften des Cholesterins, 


Von 
Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des 
Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in Leningrad.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Meine friiheren Untersuchungen!, welche dem Studium des physi- 
kalisch-chemischen Zustandes von Sterinen gewidmet waren, sowie die 
an Tieren ausgefiihrten Versuche ( Remesow-Tavaststyerna, Matrosso- 
witsch, Sepalowa®) fiihrten mich zur Uberzeugung, daB das Cholesterin 
in seinem kolloidal- und molekular-dispersen Zustand trotz seiner 
scheinbaren chemischen Stabilitat im Grunde genommen als eine sehr 
labile und unter Umstanden als eine chemisch sehr reaktionsfahige 
Substanz erscheint. Diese Annahme veranlaBte mich zu den vor- 
liegenden Untersuchungen tiber Cholesterinreaktionen. Einerseits schien 
es interessant, solche Reaktionen des Cholesterins zu untersuchen, die 
die obige Annahme hinreichend bestatigen, andererseits ware es auch 
erwinscht, eine Reaktion zum qualitativen Nachweis des Cholesterins, 
besonders in seinem kolloidalen Zustande, zu finden. 

Die bekannten Reaktionen von Salkowski, Liebermann- Burchardt, 
Obermiiller, sowie auch die Reaktionen von T'schugajew*, Schiff*, Neu- 


1 Vgl. diese Zeitschr. 218, 86, 1930. 

2 Remesow u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 77, 67— 120, 
1931. 

3 Tschugajew, Zeitschr. f. angew. Chem. 1900, 8. 618. 

4 Schiff. Ann. d. Chem. 115. 313, 1860. 
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berg', Denigés*, Golodetz®, Kahlenberg* u.a. beruhen alle im Prinz) 
auf Anwendung sehr starker Mittel (konzentrierte Sauren usw.), so do |} 
das Cholesterinmolekiil ginzlich abgebaut wird; im Falle des kolloidal: 
Cholesterins machen sich Nebenreaktionen bemerkbar, welche ein 
stérenden EinfluB auf den Zustand des ganzen Systems haben (Koag: 
lation, Sedimentation, Umladungserscheinungen usw.). 


Beim Studium des physikalisch-chemischen Zustandes des Chol 
sterins gelang es mir, eine neue Reaktion auf Cholesterin zu entdecken 
welche sich von allen mir aus der Literatur bekannten Reaktionen au! 
Sterine dadurch unterschied, daB sie ohne weiteres in verdiinnten, 
wiasserigen Lésungen der Komponenten eintrat. Dabei gab diese 
Reaktion nicht nur Cholesterinhydrosol, sondern auch molekular-. 
disperses Cholesterin in Chloroformlésung. Damit wurde die Spezifitit 
dieser Reaktion fiir Sterine klar bewiesen. Ich war nun zunachst be- 
miiht, den Mechanismus der neu gefundenen Reaktion aufzuklaren, 
wobei eine Reihe bisher woh] unbekannter Eigenschaften des Cholesterins 
zutage trat. In der vorliegenden Mitteilung méchte ich mich nahe1 
mit der Methodik und der neuen Sterinreaktion befassen. 


1. Eine neue chemische Reaktion des Cholesterins. 


Die neue Cholesterinreaktion erméglicht es, gewisse Eigenschaften 
des Cholesterins zu studieren, und kann gleichzeitig als qualitative 
Farbreaktion zum Nachweis des Cholesterins dienen. 


Ausfiihrung der Reaktion. 


Cholesterin im molekular-dispersen Zustand, auch im kolloidalen 
Zustand als Cholesterinsol (Cholesterinsole bereitet nach Porges-Neu- 
bauer®, Keeser®, Stern’, Rona-Deutsch’, Cashin-Moravek®, Remesow 
und kolloidales Cholesterin der Firma von Heyden), gibt beim Schiitteln 
mit frisch hergestelltem Gemisch aus gleichen Volumteilen 1° ige1 
wiasseriger Lésungen von Dimethyl-p-phenylendiamin (Merck) und 
p-Toluylendiamin (CH,: NH,: NH, = 1:2:4) sofortige Oxydase- 
reaktion. Zunichst nimmt die Mischung eine smaragdgriine, dann eine 


~ 


Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 335, 1906. 
Denigés, Bull. de la soc. de pharmacol. de Bordeaux 1903. 
Golodetz, Chem.-Ztg. 32, 160, 1908. 

Kahlenberg, J. of biol. Chem. 52, 217, 1922. 
Porges-Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 

Keeser, ebendaselbst 150, 154, 1924. 

Stern, zitiert nach Remesow. 

Rona-Deutsch, zitiert nach Remesow. 
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10 Remesow, diese Zeitschr. 218, 70, 1930. 
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kiare blaue Farbe an. Nach 24 Stunden wird die Flissigkeit schwarz- 
violett, weshalb diese Reaktion zur quantitativen Bestimmung des 
Cholesterins nicht brauchbar ist. Diese Reaktion tritt auch ein, wenn 
reines Cholesterin im festen Zustand zugegeben wird; kolloidales 
Cholesterin gibt diese Reaktion ohne irgendwelche Dispersitaétsande- 
rungen. 


Als Hauptkriterium dieser Reaktion dient die Geschwindigkeit des 
Farbeneintritts bzw. der Oxydation. 


AuBer Cholesterin geben diese Reaktion auch Oleinate und rohes 
Lecithin. Doch ist dies Spuren von freiem Cholesterin in den erwihnten 
Verbindungen zuzuschreiben. Vollkommen reines Lecithin [nach 
Remesow (1. c.)} gibt bei der Priifung auf Sterine keine typische Reaktion. 
Dasselbe gilt auch fiir durch mehrmalige Digitoninfallung gereinigte 
Oleinate. Allerdings 14Bt sich die gefundene Reaktion streng diffe- 
renzieren. Dazu verwende ich eine 25° ige Ammoniaklésung. Bei 
Zugabe einiger Tropfen konzentrierten Ammoniaks zu dem Kom- 
ponentengemisch, welches nur reines Cholesterin enthalt, tritt eine 
schéne Rosafdrbung der cholesterinhaltigen Chloroformschicht ein. Sind 
aber die Oleate oder Lecithide gleichzeitig anwesend, so wird bei Zu- 
gabe des Ammoniaks sofortige Verseifung konstatiert, und die Lésung 
bleibt gleichmaBig blau gefarbt. Die Kontrolle mit reinem Chloroform 
zeigte ebenfalls Rosafarbung, aber im ganzen Gemisch (Chloroform 
sowie wiasserige Phase). Abb. 1 veranschaulicht diese Farbenunter- 
schiede und zeigt das Prinzip der Differenzierungsreaktion. 
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Abb. 1. 
Differenzierungsreaktion auf Cholesterin (nach Schiitteln und Trennung der nicht mischbaren 
Fliissigkeitsschichten). 


t = Reines Chloroform mit Diaminen und Amn oniak (25 °/ gig). 
2 = Cholesterin in Chloroform gelést mit denselben Reagenzien 
3 = Oleat und Lezithide mit denselben Reagenzien. 


In Tabelle I sind die Ergebnisse der beschriebenen Reaktion an- 
gefiihrt, welche mit Cholesteriden unter verschiedenen Versuchsbedin- 
gungen angestellt war. Die Kontrollbestimmungen sind in Tabelle I 
gegeben. 
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Die Reaktionsbedingungen. 

Tadelloser Verlauf der Reaktion wird erreicht, wenn man folgen 
Bedingungen beachtet : 

1. Man darf nur wésserige Lésungen von p-Phenylendiamin wr 
p-Toluylendiamin verwenden, sonst fallt die Reaktion negativ au 

2. Die Komponenten reagieren einzeln nicht mit Cholesterin. Dir 
Reaktion kommt nur dann zustande, wenn man das Gemisch gleiche: 
Volumteile der frisch bereiteten Komponenten nimmt. 

3. Die Reaktion tritt nur in Anwesenheit von freiem, molekularem 
Sauerstoff ein. 

4. Cholesterin reagiert in beliebigem Zustand — fest, kolloidal 
sowie molekulare Lésungen. Im letzteren Falle spielen aber die Lésungs- 
mittel eine gewisse Rolle. Die Reaktion verliuft ohne weiteres nu: 
in Chloroformlésungen. Die Ather-, auch Alkohollésungen, zeigen 
entweder keine Reaktion oder einen atypischen Verlauf derselben 

5. Optimale Reaktionsbedingungen des Milieus in bezug auf aktuelle 
Aziditat liegen im Bereich py = 6,2 bis pa = 8,2. Das Optimum 
stellt py = 7,0 dar. Bei stark saurer Reaktion des Milieus tritt die 
Cholesterinreaktion nicht ein; im alkalischen py-Gebiet, besonders in 
Anwesenheit von NH, -Ionen stellt sich die Rosafirbung ein, und die 
Reaktion nimmt einen anderen Verlauf. 

6. Die Intensitét des Farbtons ist der Konzentration des Chole- 
sterins annahernd proportional, und man kann praktisch noch ver- 
wertbare Ergebnisse erzielen mit Konzentrationen bis auf 0,005°, an 
Cholesterin. 

7. Die beschriebene Reaktion erscheint nur bei Verwendung der 
para-Isomeren von Phenylendiaminen und Toluylendiaminen. 

Praktisch wird also die vorgeschlagene Reaktion folgendermaBen 
ausgefiihrt: zu den 1 bis 5 ccm des Chloroformauszuges oder der Chloro- 
formlésung von Cholesterin wird das gleiche Volumen des frisch be- 
reiteten Gemisches der 1°,igen wasserigen Lésungen von p-Phenylen- 
diamin und p-Toluylendiamin zugegeben; das Reaktionsgemisch wird 
mehrmals stark geschiittelt (keine Gummistopfen verwenden!), so dal 
die cholesterinhaltige Chloroformschicht gut dispergiert wird. Dann 
laBt man das Reagenzglas offen stehen, bis die beiden Phasen sich 
scharf trennen. Gewdéhnlich geht diese Schichttrennung innerhalb 
einiger Sekunden vor sich. Wenn die Reaktion positiv ausfallt, farbt 
sich die untere Chloroformschicht sofort smaragd-griin, wobei bei 
weiterem Verbleiben an der Luft diese Farbe in ein tiefes Blau iibergeht 
Die wisserige Schicht nimmt eine violette Farbe an. Zur Ditferen- 
zierung dient Ammoniak. Die Ausfiihrung der Differenzierungsreaktion 
wurde schon oben ausfiihrlich beschrieben (vgl. Abb. 1). 
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Kontrollbestimmungen. 

Es lag natiirlich nahe, den Mechanismus der gefundenen Reaktion 
vufzuklaren. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Kontroll- 
bestimmungen angestellt. Vor allem wurden Versuche mit Eisensalzen 
ausgefihrt, um die Schwermetallkatalyse bei dieser Reaktion fest- 
zustellen. Es wurden FeCl, und Fe, (SO,), zum Reaktionsgemisch 
gegeben, doch gelang es dabei nicht, klare Ergebnisse zu erzielen. 


\uch die Versuche mit még- 7 
Np-ée eTungsronr 





lichst eisenfreiem System lf om sates 
gaben keine Ergebnisse. In Mlesuysrir ss 

der nachsten Versuchsreihe Lut t-Ablettungsrohr 
wurden die Bestimmungen p 

unter méglichst weitgehendem a > 2 





LuftabschluB in Gegenwart | 
eines indifferenten Gases (Ng) 
ausgefiihrt. Zu diesem Zweck 
wurde ein Vakuumexsikkator 
evakuiert und dann mit dem 
O,-freien Stickstoff gefiillt, S FLIES 
wodurch die Reste der noch 
im Exsikkator vorhandenen 
Luft entfernt. wurden. 








Abb. 2 
Vakuumexsikkator zur Anaerobiose 


Ein solcher Vakuumexsikkator (Abb. 2) hat mir im weiteren sehr wert 
volle Dienste geleistet. Im unteren Teil des Exsikkators befand sich eine 
alkalische Pyrogallollésung zur O,-Absorption. 

Die umkristallisierten Reaktionskomponenten wurden in ent- 
sprechenden Mengen in den Exsikkator gebracht, der dann ausgepumpt 
und mit Stickstoff gefillt wurde. Durch die Pyrogallollésung wurde 
der in den Reagenzien vorhandene Sauerstoff aufgenommen. Nach 
24stiindigem Verbleiben im Exsikkator wurden alle Komponenten rasch 
vereinigt. Die Cholesterinreaktion trat nicht ein. Dagegen gab das 
Gemisch beim Stehen an der Luft schon in einigen Stunden die ver- 
zogerte Farbung. 

Schon auf Grund dieser Ergebnisse kann man feststellen, dab die 
Cholesterinreaktion nur in Gegenwart von molekularem Sauerstoff ver- 
lauft und ein typisches autooxydables System darstellt. Die genaue 
Untersuchung der Kinetik dieser anaeroben Reaktion ist augenblicklich 
in meinem Laboratorium im Gange; ich halte mich schon jetzt zu der 
Annahme berechtigt, daB es sich hier um die katalytische Dehydrierung 
des p-Phenylendiamins und p-Toluylendiamins handelt. Die gefundene 
Reaktion ist also im Prinzip nichts anderes als eine wohlbekannte 
Art der Phenylendiaminreaktionen, welche zum Nachweis der Zell- 
oxydasen bzw. Phenolasen dienen. 
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Das Hauptinteresse richtet sich natiirlich auf den Mechanisn 
dieser Reaktion, wodurch die Frage nach rein katalytischen Eig¢ 
schaften des Cholesterins zur Aufklirung kommen diirfte. AuBerde: 
stellt diese Erscheinung wieder die ganze Reihe von Fragen in « 
Vordergrund, welche die Natur und Spezifitét der Desmolasen un 
p-Phenylendehydrasen beriihren; denn, wie gesagt, dient die gefunden 
Cholesterinreaktion gleichzeitig als spezifische Reaktion zum Nachwei 
von Chromodehydrasen und der ,,Oxydonen“. 

Das noch nicht geklarte wid sehr komplizierte Problem der Di 
hydrasenwirkung und besonders der Phenylendiamindehydrasen ve: 
anlaBt bei der Erérterung der hier gefundenen Phanomene zu besondere) 
Vorsicht. 

2. Die katalytische Wirkung des Cholesterins. 


Die Komponenten des untersuchten Systems sind folgende 


p-Phenylamine, Cholesterin, Wasser und molekularer Sauerstoff. Wie 


man sieht, gehéren die Reagenzien zu der Gruppe der Diamine und 
sind durch ihre Autoxydation bekannt. Die Autoxydation bei den 
Phenylendiaminen ist wohl allseitig untersucht, viel weniger aber bei 
den TYoluylendiaminen. 

Wenn man der bekannten Theorie der primaren Wasserstoffaktivierung 
von Wieland folgt. darf man annehmen, daB die p-Phenylendiaminoxydation 
einen typischen DehydrierungsprozeB darstellt : 

NH 


me od + He 


NH, 
NH 
Die erste Phase der Cholesterinreaktion erscheint also als ein oxydativer 
Ubergang des p-Phenylendiamins in eine chinoide Verbindung: 
p-Phenylendiamin — Chinondiimin. 
Dabei wird von der Amidogruppe H, abgetrennt, und es entsteht ein 
Tetraamidodiphenylazophenylen {Heiduschka-Goldstein'|, welches die bei 
der Reaktion beobachtete Farbe bestimmt. Es scheint, daB auch p-Toluylen 
diamin einen ahnlichen oxydativen Ubergang erleidet nach dem Schema: 


NH 
NH, CHy 
| ony + Hy. 
NH, a 
NH 


Damit die Dehydrierung der Diamine eintreten kann, ist es notwendig, 
daB auBer den bestimmten, durch die Redoxpotentialwerte gegebenen 


1 Heiduschka-Goldstein, Arch. d. Pharm. 254, 584, 1916. 
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rmodynamischen Beziehungen noch die Bedingung zutrifft, daB das 
system tiberhaupt oxydabel ist. Es ist daher notwendig, das Vorhandensein 
eines bestimmten Akzeptors fiir H, und folglich noch die Teilnahme eines 
Katalysators anzunehmen, damit die Dehydrierung sich vollziehen kann. 

Bei der Erérterung dieses Problems méchte ich die Frage der 
p-Phenylendiamindehydrierung im allgemeinen behandeln, was auBerst 
schwierig ist. Bei der Betrachtung der geradezu uniibersehbaren 
Literatur tiber diese Thema muB man wohl konstatieren, daB hier 
tatsachlich noch die Grundlagen fehlen. 

Es erscheint mir schwer, den Ansichten von Szent-Gydrgyi zu- 
zustimmen; man muB doch annehmen, daB im Falle der p-Phenylen- 
diamindehydrierung eine ,,Peroxydase™, ein katalytischer ProzeB der 
Wasserstoffaktivierung vorliegen muB, und zwar gleichgiiltig, ob derselbe 
durch eine besondere ,,Peroxydase‘ oder durch Schwermetallkatalyse 
verwirklicht wird. Durch diese Voraussetzungen wird aber nur die 
erste Phase der Phenylendiamindehydrierung bestimmt, also die Akti- 
vierung des im Substrat gelockerten Wasserstoffs. Diese Phase, welche 
auch die Autoxydation des p-Phenylendiamins charakterisiert, verlangt 
zum weiteren Verlauf noch die Anwesenheit von aktiviertem Sauerstoff. 
Man mu8 also annehmen, daB hier entweder ein besonderer Katalysator 
beteiligt ist, welcher die Sauerstoffaktivierung bewirken kénnte (,,Oxy- 
genase“), oder daB hier aktivierter Sauerstoff schon in geniigender 
Menge vorhanden ist. 

Bei der beschriebenen Cholesterinreaktion handelt es sich um 
nichts anderes, als um eine typische Oxydationskatalyse der Diamine, 
wobei die Rolle des Katalysators dem Cholester?:. zufallt. Dann muB 
man dem Cholesterin auch die Rolle zuschreiben, entweder den mole- 
kularen Sauerstoff zu aktivieren oder selbst ein Akzeptor des aktivierten 
QO, zu sein; man muB mit anderen Worten annehmen, daB Cholesterin 
selbst aktivierten Sauerstoff enthalt. Ich bin geneigt, die letztere 
Annahme fiir wahrscheinlich zu halten. 

Wie bekannt, wird die Strukturformel des Cholesterins (Cy_.H4,0) 
entweder durch Chrysenbildung (nach Windauws) oder durch das Inden- 
ringsystem (nach Wieland) erklart. Es erscheint mir aber méglich, einen 
Peroxydbau des Cholesterinmolekiils anzunehmen. Die oben erérterten 
Uberlegungen bestaérken mich in dieser Ansicht. Die Frage nach der még- 
lichen Existenz von Peroxydasen organischer Natur, welche als Sauerstoff- 
iibertrager fungieren, entstand schon vor lingerer Zeit. So haben Vintilesco- 
Popesco', Prescher® Peroxyde bei ranzigen Fetten angenommen, und 
Gallagher*, Ferndndez* vermuteten schon, daB Lipoide (Lecithin) .,An- 
lagerungsprodukte“ peroxydatischer Natur aufweisen kénnten. 


1 Vintilesco-Popesco, J. d. Pharm. Chim. 12 [7], 318, 1915. 
2 Prescher, Zeitschr. Unt. Nahr. 36, 162, 1918. 

3 Gallagher, Biochem. J. 17, 515, 1923; 18, 29, 1924. 

4 Fernandez, Ann. Soc. Espan. Fis. Quim. 23, 182, 1925. 
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Wenn man dies alles beriicksichtigt, wenn man den Mechanis: 
der beschriebenen Cholesterinreaktion méglichst authentisch erkla; 
will und wenn man noch bedenkt, daB die Anordnung der sekundirey 
Alkoholgruppen im Cholesterinmolekiil bis heute noch sehr unklar jst 
so scheint mir die Annahme des Peroxydbaus des Cholesterins 
sicherer zu sein, als daB es auf vollkommen unklare Weise und offenhay 
nur unter ganz besonderen Umstiéinden den molekularen Sauerstoff 
zu aktivieren vermag. Ubrigens sind die noch unveréffentlichten 
Untersuchungen meines Instituts tiber diese Frage wohl geeignet, dic 
oben ausgesprochene Annahme zu bestatigen. 

Der Peroxydbau des Cholesterinmolekiils kann offenbar zwei 
O,-Bindungsméglichkeiten bieten, und zwar nach der Art einer Athylen 
oxydbindung oder nach der gewéhnlichen O,-Anlagerung an Doppe! 
bindungen. Auf diese Weise kann also eine ,,Peroxyd‘‘- bzw. ,,Sauerstoff- 
briicke* am Orte der Doppelbindung des zweiten Ringes des Cholesterin 
molekiils auftreten. Wenn man beide Formein des Cholesterins be 
riicksichtigen will, so sieht die angenommene ,, Peroxydformel“ folgende: 
maBen aus: 


IV 
Ill 
if 
CH 
0) 
CH cH, ©H 
HCOH 
CH, 
CH, CH—CH 
CH, 
H,C CH CH, 
CH 
HC CH CH—CH—(CH,), CH 
a | CH, 
Hy C ¢ CH, CH, 
H 
H,C CH ¢ 
CH oO 
HCOH CH, C 


Vom rein chemischen Standpunkt ist es vielleicht méglich, hie: 
von einer tautomeren Anlagerung des Cholesterinmolekiils zu sprechen 


was beim Vergleich der oben angegebenen Formeln ziemlich klar et 
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scheint. Dann aber mu8 man annehmen, da das Cholesterin nicht 
ausschlieBlich in der einen oder anderen Konstitutionsformel auftritt, 
sondern daB stets beide Formen vorliegen, die miteinander im Gleich- 
gewicht stehen. Die vorgeschlagene ,, Peroxydformel* des Cholesterins 
wird dann also der ,,Ketoform‘ entsprechen. Weitere Untersuchungen, 
welche demnachst zur Ver6ffentlichung kommen, werden diese Frage, 
wie es scheint, endgiltig kliren. 

Wenden wir uns wieder zum Mechanismus der hier zu erérternden 
Cholesterinreaktion zuriick, so laBt er sich gut unter obigen Voraus- 
setzungen erkliren: in der ersten Phase ist die Anwesenheit von 
aktiviertem Sauerstoff durch Annahme des Peroxydbaues (,,Ketoform*‘) 
des Cholesterins gegeben. Wie die Erfahrung lehrt, tritt aber keine 
Dehydrierung des p-Phenylendiamins ein. Die Reaktion verlaiuft, wie 
oben erwahnt, nicht ohne p-Toluylendiaminzugabe. Andererseits ist 
es bekannt, daB fur die Dehydrierung des p-Phenylendiamins keine 
vorhergehende H,-Aktivierung notwendig ist; die Anwesenheit des 
aktivierten Sauerstoffs geniigt schon, damit die Oxydation zustande 
kommt. Dieser scheinbare Widerspruch erscheint auf den ersten Blick 
unlésbar, findet aber seine erschépfende Erklarung, wenn man die 
rein physikalischen Grundlagen der Oxydations-Reduktionsprozesse be- 
ricksichtigt. Jeden katalytischen und besonders RedoxprozeB darf 
man nicht ohne Riicksicht auf die thermodynamischen Beziehungen 
betrachten.  Szent-Gyérgyi! hat in seinen Uberlegungen iiber das 
p-Phenylendiaminsystem gerade diesen Punkt vernachlassigt. 

Man darf also nicht auBer acht lassen, daB bei allen diesen Prozessen 
die treibende Kraft in den bestimmten, rein energetischen Verhaltnissen 
liegt, die die Kinetik der Reaktion bestimmen und die durch die dyna- 
mischen Gleichgewichte charakterisiert sind. 

Im Grunde genommen ist es vom rein thermodynamischen Stand- 
punkt aus ganz gleichgiiltig, ob die H,-Ubertragung in dem erérterten 
System mit oder ohne Katalysator erfolgt, da dieser nur die Geschwin- 
digkeit, niemals die Gleichgewichte dndert. Ks handelt sich nur darum, 
ob die maximale Arbeit der Hydrierung, welche die H,-Ubertragung 
allein verursacht, gréBer als der notwendige Energieaufwand zur De- 
hydrierung ist; denn angenommen, daB§ das p-Chinondiimin eine, wenn 
auch nur um ein Geringes, gréBere Affinitat zu H, besitzt als das 
Cholesterin, so kann man rein thermodynamisch voraussagen, daB kein 
Katalysator in diesem Falle die Reaktion des Ubergangs in die benzoide 
Form bewirken kann. Die Ursache dieser Prozesse liegt also in den 
rein quantitativen Verhaltnissen. Die GréBen der Redoxpotentiale sind 


> 


vor allem fiir die Prozesse: Hydrierung =~ Dehydrierung mabgebend. 


1 Szent-Gyorgyt, diese Zeitschr. 150, 195, 1924. 


Riochemische Zeitschrift Band 246 29 








442 I. Remesow: 


Wenn man diese Dinge wohl beriticksichtigt, so erklart sich 
Tatsache, warum bei der Cholesterinreaktion die p-Phenylendehydriery 
allein nicht erfolgen konnte, obgleich die Bedingungen vom katalytisc! 
Standpunkt aus gegeben waren. Es JaBt sich also wohl annehmen, 
daB an dem Donator die H,-Aktivierung nicht stattgefunden hat. be: 
DehydrierungsprozeB konnte hier einfach der oben dargelegten therm 
dynamischen Verhaltnisse wegen nicht erfolgen. Das System war 
diesem Sinne nonvariant. Die Zugabe von p-Toluylendiamin bewirkt 
vor allem den energetischen Zustand des Systems, und zwar die Gleic! 
gewichte bzw. die Werte der Redoxpotentiale, zugunsten der I» 
hydrierungsarbeit. 

Die Annahme, da der Mechanismus derart verlauft, bekomm: 
ihre konkrete Stiitze durch die Ergebnisse meiner folgenden Arbeit 
iiber die Werte der Redoxpotentiale dieses Systems. 

Betreffs der Natur der Cholesterinkatalyse bei dieser Reaktion bin 
ich der Meinung, daB es sich hier um eine Adsorptionskatalyse handelt 
besonders wenn man die Reaktionsbedingungen naher studiert und 
die Grenzflichen des Cholesterins beriicksichtigt. 

Zum SchluB méchte ich noch kurz auf den Mechanismus det 
,, Differenzierungsreaktion“ mit Ammoniak (vgl. Abb. 1) eingehen. Es 
ist wohl sicher, daB es sich hier um die Reaktion zwischen dem gebildeten 
Chinondiimin und dem Ammoniak handelt. Dabei bildet sich das fii 
die Chinone charakteristische Anilidchinon, welches die Rosafarbung 
verursacht. 

Die obigen Ausfiihrungen tiber das Wesen der neuen Cholesterin- 
reaktion sind natiirlich nur vorlaufig. Weitere Untersuchungen fiihrten 
mich, wie schon gesagt, zur Erkenntnis der feineren Einzelheiten de: 
Reaktion. Die hier beschriebene Tatsache der Cholesterinkatalyse be- 
rechtigt mich aber zu dem SchluB, dap Cholesterin in seinem molekularen 
und kolloidalen Zustand katalytische Eigenschajten besitzt und als de- 
hydrierender Katalysator bezeichnet werden kann, welcher den biologischen 
Oxydasen analog ist, den typischen ProzeB der Oxydationskatalyse by 
stimmend. In diesem Sinne ist es nicht ausgeschlossen, daB das ge 
fundene ,,Sterinsystem” den Warburgschen Eisensystemen sehr nahe 
steht und eine maBgebende Rolle bei den biologischen oxydativen 
Prozessen spielt. 

SchlieBlich méchte ich noch das Gebiet der Abbaufermente bzw 
Desmolasen beriihren, welches, wie mir scheint, durch die gefunden: 
Reaktion gewisse neue Angaben erhalt. Ich mu auf die bekannten 
Arbeiten von Batelli und Stern! eingehen, welche die sogenannt: 


1 RBatellieStern, Ergebn. d. Phys. 12, 96, 1912; diese Zeitschr. 67, 
443, 1914. 
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I 


Puenylendiamindehydrase der Gewebe untersuchten. Es ist wohl be- 
kannt, daB Batelli und Stern ein spezifisches Ferment — ,,Phenylen- 
diaminoxydon** — fanden, welches augenscheinlich ein typisches 
komplettes System: Dehydrase + Oxydationssystem darstellt. 


Es scheint lohnend, kurz die Eigenschaften dieser ,,Oxydone* auf 
Grund der Arbeiten von verschiedenen Forschern (Bach'. Palladin?, 
Slowtzoff*, Neuberg-Oppenheimer* u. a.) aufzuzihlen; die Oxydone, 
welche in der Fermentchemie als Fermente anerkannt sind, sind leicht mit 
\lkalien extrahierbar, unlésbar im Wasser und durch Alkohol und Aceton 
zerstérbar; sie sind thermolabil, die lipoidléslichen Substanzen in der iso 
kapillaren Reihe hemmen die fermentative Wirkung (Narkoticawirkung) ; 
lurch Ammonsulfat sind die Oxydone fallbar und zeigen HJ-Katalyse. 
Bach tindet, daB keine Spezifitat in der Wirkung dieser Phenolasen existiert. 
Nach Fleury® liegt der optimale pu-Bereich der px-Aktivitatskurve zwischen 
H 6,3 bis 7,6. Starke Aziditat des Mediums wirkt schadlich; etwa bei 
pu=4,5 verschwindet die Fermentwirkung vollkommen. Schwermeta]le wirken 
hemmend. Chloroform iibt nach Euler*®, Graff? keine hemmende! Wirkung 
aus, sondern kann férdernd wirken. Es wird die Existenz eines Antagonisten, 
einer sogenannten ,,Antiphenolase** (Bach-Engelhardt*, Gessard*®, Lubi- 


menko™) vermutet. Eine Reihe von Autoren (Newmann"!, Dietrich*?, 
Vernon u. a.) haben sich tiber die mégliche Lipoidnatur der .,Oxydone* 
veauBert. Es interessiert die Feststellung Batellis, daB die ..Oxydone* 


sich in allen Geweben héherer Tiere befinden und daB sie sich entsprechend 
lem Reichtum ihres Gehaltes in den Geweben in folgende Reihe ordnen 
assen: Gehirn Herz rote Muskeln Nieren Leber Blut, wobei 
im Blute nur die Blutkérperchen die Oxydationswirkung aufweisen; Serum 
ist fast wirkungslos. In der letzten Zeit fand ran Herwerden die ..Oxydone** 
uch in den Geschlechtszellen der Wirbellosen (Strongylocentrotus). 
Ich méchte nun die oben dargelegten Eigenschaften der ,,Oxydone“ 
mit den Angaben tiber Cholesterin vergleichen, auch mit meinen Unter- 
suchungen uber den kolloidalen Zustand des Cholesterins. Bei diesem 
Vergleich tberzeugt man sich unschwer, daB die physikalischen und 
chemischen Eigenschaften bis ins einzelne mit denen der Cholesteride 
ubereinstimmen. So sind z. B. die Léslichkeit, Fallbarkeit, Extrahier- 
barkeit, px-Optimum nicht nur mit den Daten des kolloidalen Chole- 
sterins vollkommen identisch, sondern stimmen auch mit den Reaktions- 


~ 


Bach-Maryanovitsch, diese Zeitschr. 42, 417, 1912. 
Palladin-Manskaja, ebendaselbst 135, 143, 1923. 

’ Slowtzoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 227, 1900/01. 
Neuberg-Oppenheimer, diese Zeitschr. 166, 450, 1925. 
Fleury, Bull. Soe. chim. biol. 6, 536; 7, 188, 1925. 
Euler, Chemie der Enzyme 1920. Verlag Bergmann. 
Graff, Beitr. z. pathol. Anatom. 70, 1. 1922. 
Bach-Engelhardt, diese Zeitschr. 185, 39, 1923. 
CGessard, Soc. Biol. 61, 419, 1906. 

Lubimenko, C. r. 160, 479, 1915. 

11 Neumann, diese Zeitschr. 150, 256, 1925. 

Dietrich, Zentralbl. f. allg. Pathol. 19, 3, 1908. 
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bedingungen der hier beschriebenen Cholesterinkatalyse iiberein. A, 
die Existenz einer Antiphenolase, welche noch ausgesprochene Eig: 
schaften eines Immunantiferments aufweist ( Bach-Engelhardt'), {i 
natirlich zur Vorstellung tiber die antagonistischen und Immu: 
beziehungen der Cholesteride und Lecithide im lebenden Organism, 
Auch die Verteilung der Oxydone in den Geweben (den reichsten Gehalt 
hat das Gehirn) fihrt zur Uberzeugung, daB es sich hier wm dasselly 
Phinomen, um identische Substanzen handelt. Aus allen diesen Tat 
sachen ziehe ich den SchluB, daB die von Batelli entdeckten und tx 
schriebenen ,,Oxydone nichts anderes sind als das im Organismus kata 
lytisch wirkende Cholesterin im kolloidalen oder molekularen Zustand 

Dem Cholesterin fallt also eine Rolle im lebenden Organismus 7. 
welche man nicht mehr iibersehen darf; der Gedanke, im Cholesterin 
ein Atmungsferment zu sehen, beginnt reelle Formen und Begriindung 
zu erhalten, und es scheint mir, daB die weiteren Untersuchungen diese 
Frage in der nachsten Zukunft endgiiltig lésen werden. Damit tritt 
aber auch ein Dilemma ein, welches eine prinzipielle Entscheidung 
betreffs der Natur der Oxydationsfermente verlangt. Man muB an 
nehmen, daB die ,,O0xydone keine Fermente, sondern eine definierbare 
chemische Substanz, namlich Cholesterin sind. Man erbhalt dann aber 
zwei definierbare enzymatische Oxydationssysteme — das Warburgsch« 
Eisensystem und das gefundene Sterinsystem. Es scheint, als ob hiermit 
eventuell gewisse Voraussetzungen gegeben sind, um die Chemie det 
Fermente in den Grundlagen zu priifen und die Vorstellungen iiber die 
Fermente sowie die Bezeichnung ,,Fermente“ im allgemeinen zu prazi 
sieren, 

Zusammenfassung. 

1. Unter bestimmten Reaktionsbedingungen (identisch mit den 
Wirkungsbedingungen der Phenolasen) dehydriert Cholesterin im mole- 
kularen und kolloidalen Zustand katalytisch ein wasseriges Gemisc) 
von gleichen Teilen von p-Phenylendiamin und p-Toluylendiamin unter 
Bildung der Chinonformen dieser Verbindungen, was gewisse Farb 
reaktionen zur Folge hat. 

2. Ahnliche Reaktion liefern rohe Lecithide und Oleate, was auf 
Beimischungen an Cholesterin zuriickzufiihren ist; mittels Ammoniak 
laBt sich eine Differenzierung ausfiihren. 

3. Die gefundene Reaktion ist spezifisch und kann fiir den quali 
tativen Nachweis des Cholesterins dienen. 

4. Die Reaktion stellt einen typischen katalytischen ProzeB da: 
und 148t schlieBen, daB dem Cholesterin katalytische Eigenschaften zu 


kommen. 


1 Bach-Engelhardt, diese Zeitschr. 148, 456, 1924. 
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5. Die Erérterung des méglichen Mechanismus dieser Reaktion 

fuhrte zu der Annahme, daB das Cholesterinmolekiil einen ,,Peroxyd- 

u‘‘, eine ,,Ketoform“umlagerung zeigen kann, was als eine Tauto- 
merie des Cholestecine betrachtet werden darf. 

6. Der Reaktionsverlauf und sein Mechanismus muB den thermo- 
dynamischen Beziehungen untergeordnet und durch die energetische 
Wahrscheinlichkeit der vorhandenen Freiheitsgrade des Systems be- 
stimmt werden. MaBgebend sind also die Werte der Redoxpotentiale 
des Systems. 

Der Mechanismus der Cholesterinkatalyse erscheint als eine 
Adsorptionskatalyse und laBt den Vergleich dieser Katalyse mit einer 
Dehydrasewirkung zu. 

8. Ein Vergleich der Eigenschaften von ,,Oxydonen“ fiihrt zu dem 
SchluB, daB die p-Phenylendehydrase — ,,Oxydone‘‘ — nichts anderes 
sind als das freie Cholesterin der Zelle und der Gewebe. Die Bachsche 
Annahme der Spezifitatslosigkeit der Phenolasen erhalt dadurch eine 
Stutze. 


9. Es scheint méglich, in der Chemie der Oxydationsfermente 


auBer dem ,,Eisensystem“ auch das neue ,,Sterinsystem“ einzufiihren. 








Milchsiure- und Brenztraubensiure-Abbau durch Essigbakterien. 


Von 


Siegwart Hermann und Paul Neusehul. 


‘Aus dem pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutsche: 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1932.) 


Im AnschluB an unsere friiheren Arbeiten iiber die Biochemie de: 
Essigbakterien! untersuchten wir den biochemischen Abbau der Milch- 
saiure bzw. ihres Natriumsalzes und des brenztraubensauren Natriums 
durch die in der angefiihrten Arbeit benutzten 13 Bakterienstamme 


Uber den Verlauf des Abbaues der Milchséure durch Essigbakterien 
ist bis jetzt in der Literatur nur wenig bekannt. Zwar gibt z. B. Hoyer® 
an, daB Essigbakterien — er untersuchte Bact. rancens, Bact. Pasteurianum 
und Bact. aceti zugesetzte Milchséure in weitgehendem MaBe zu vei 
garen vermégen, doch wird iiber die entstehenden Reaktionsprodukte 
nichts Naheres ausgesagt. Henneberg® untersuchte die Giftwirkung de! 
freien Milchséure auf Essigbakterien und fand, daB ein Zusatz von 1,0 bis 
1,2°,, Milchséure zu entgeistetem Bier die Lebenstatigkeit von einige! 
Bakterienstammen noch zulieB, waihrend bei 2°, Milchséure keines de! 
von ihm untersuchen Essigbakterien mehr zum Wachsen kam. Er benutzt« 
diese Eigenschaft, um PreBhefe durch Waschen mit 2°,iger Milchsaur: 
von den anhaftenden Essigbakterien zu befreien. Auch der Abbau vo! 
Lactaten wurde nur von wenigen Autoren untersucht. Hoyer * konnte nach 
weisen, daB sich beim Wachstum von Bact. rancens und Pasteurianum aut 
calciumlactatenthaltender Biergelatine Calciumcarbonat ausschied 
Lemoigne® erhielt durch ein nicht naher bezeichnetes Essigbakterium, das 
jedoch dem Bact. xylinum sehr nahe stehen diirfte, aus Milchsaéure Acety! 
methylearbinol, jedoch kein Butenylglykol, wahrend Mazé*® bei der Ein 
wirkung eines anderen, nicht genau definierten Bakterienstammes aus 
Calciumlactat Alkohol, Essigsiure und Ameisenséure nachweisen konnt: 
und die intermediire Bildung von Brenztraubenséiure und Acetylmethy! 
carbinol (Acetoin) wahrscheinlich machte. 


1S. Hermann u. P. Neuschul, diese Zeitschr. 2338, 129. 1931. 


2 D. P. Hoyer, Die deutsche Essigindustrie 3, 187, 1899. 
3 W. Henneberg, ebendaselbst 2, Nr. 19, 1898. 

‘ D. P. Hoyer, i. c. 8S. 104. 

5 M. Lemoigne. Ann. de l'Inst. Pasteur 27. 880, 1913. 

6 Maz, C. r. 156, 1101, 1913. 
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Uber die Einwirkung der Essigbakterien auf Brenztraubensaure liegen 
is der neuesten Zeit eingehende Untersuchungen vor. Es sind hier in erster 
Linie die Arbeiten aus dem Neubergschen Institut, besonders die Unter- 
sichung von Kitasato!, zu erwahnen. Aus ihr geht hervor, daB Bact. 
ascendens sowohl als lebendes Bakterium als auch als Acetontrocken- 
aparat imstande ist, aus Géaransaétzen, die Brenztraubenséiure neben 
\cetaldehyd enthalten, reichliche Mengen von Acetoin zu bilden. Auch 
aus Brenztraubensaure allein ohne Zusaitze kann, jedoch nur mit dem 
Trockenpraparat, derselbe Korper entstehen. Aitasato kommt deshalb zu 
dem SchluB, daB das gebildete Acetoin durch carboligatische Synthese 
aus Acetaldehyd entsteht, welcher durch die Carboxylase der Essigbakterien * 
aus Brenztraubensaéure gebildet wird. Aus seinen Versuchen geht weiter 
hervor, daB mindestens eines der fiir die Synthese nétigen Acetaldehyd- 
molekiile in statu nascendi vorhanden sein muB. 

Die Bildung von Acyloinen durch Hefe bzw. ihre Fermente ist schon 
seit einiger Zeit bekannt. Die ersten Arbeiten auf diesem Gebiete stammen 
von C. Neuberg und J. Hirsch*®, die zeigen konnten, daB bei der alkoholischen 
Zuckerspaltung durch Hefe bei Gegenwart von Benzaldehyd ein Keton- 
alkohol entsteht, der durch Vereinigung des Benzaldehyds mit dem bei 
der Gérung intermediaér auftretenden Acetaldehyd gebildet wird. Auch 
durch Zusatz anderer, teils aliphatischer, teils aromatischer Aldehyde 
konnte diese Synthese zu Acyloinen durchgefiihrt werden, so auch die 
Bildung von linksdrehendem Acetylmethylearbinol bei Zusatz von Acet- 
aldehyd durch C. Neuberg und E. Reinfurth. 

Bei anderer Gelegenheit konnte dieses Acetoin von F. Visser ‘t Hooft® 
im Essig nachgewiesen werden. Er nimmt an, daB dieser Kérper durch 
Oxydation des bei der alkoholischen Garung gebildeten 2-3-Butylenglykols 
entsteht. Fiir diese Annahme spricht der Befund, da8 er nur in den nach 
dem Orleans- oder Boerhaave-Verfahren hergestellten Essigen diesen Kérpe1 
finden konnte, nicht aber in dem nach dem Schnellessigverfahren her 
gestellten oder in Essigessenz. Er griindet darauf ein Verfahren zum Nach 


| 


weis des aus gegorenen Getranken gewonnenen Essigs. 

Auch andere Mikroorganismen scheinen imstande zu sein, Acyloin 
zu bilden. Bact. coli, Bact. lactis aerogenes und verschiedene Milchsaure- 
bazillen sind nach den Angaben der Literatur dazu befahigt. 


Im folgenden soll uns das Verhalten der Essigbakterien zu Mileh- 
und Brenztraubensaure beschaftigen. , 


Methodik. 
a) Herstellung der Kulturfliissigkeiten. 


Da die untersuchten Bakterienstamme in freier Milchséure und Brenz 
traubensaéure nur sehr schwer zum Wachsen zu bringen waren, untersuchten 
wir ihr Verhalten gegeniiber den Natriumsalzen dieser Sauren. Die Her 
stellung der Nahrlésungen geschah in folgender Weise: Konzentrierte 
d.1-Milchsaure (puriss. .Werek) wurde mit Wasser auf ein bestimmtes 


' 7’. Kitasato, diese Zeitschr. 195, 118, 1928. 
C. Neuberg u. F. Windisch, ebendaselbst 166. 475, 1925. 
C'. Neuberg u. J. Hirsch, ebendaselbst 115, 282, 1921. 

4 ('. Neuberg u. E. Reinfurth, ebendaselbst 148, 553, 1923. 
PF. 


9 


3 


Visser “t Hooft, Zentralbl. d. Bakt.. I]. Abt., 66, 226, 1926 
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Volumen gebracht. Der genaue Gehalt dieser Lésung wurde durch Titrat 
mit Natronlauge ermittelt. Dann wurde durch Zusatz von 2 n Natronla 
bei Siedehitze gegen Lackmus fast vollsténdig neutralisiert. Als Stickst 
quelle wurde sterilisierte ungehopfte Bierwiirze zugesetzt und die Verdiinni, 
mit Leitungswasser nun so gewahlit, da in der resultierenden Lés; 
der Gehalt an Wiirze 4° Balling und der an Milchséure genau 2°, bet: 
Das entspricht ziemlich genau 2,5°, Natriumlactat. Um ein bess: 
Wachstum der Bakterien, besonders im Anfangsstadium zu gewahrleist; 
wurde die Lésung gegen Lackmus schwach sauer gehalten. Ihr px bet: 
4,5 bis 4.6. AuBer Natriumlactat waren demnach geringe Mengen frei 
Milchséiure vorhanden. Von dieser Lésung wurden entweder 50 ccm 
100er Erlenmeyer oder 200 cem in 500 cem fassende Erlenmeyer eingefiil|t, 
mit Watte verschlossen und an drei aufeinanderfolgenden Tagen je '/, Stun: 
lang im Dampftopf sterilisiert. 

Die Herstellung der Lésungen von brenztraubensaurem Natriu 
geschah in analoger Weise, so zwar, daB schlieBlich in schwach saure: 
Lésung 2”, Brenztraubenséure (zum gr6Bten Teile als Natriumsalz) und 
Wiirze von 4° Balling vorhanden war. 

Die Beimpfung der sterilen Nahrlésungen erfolgte aus den Rein 
kulturen auf Wiirzeagar bzw. bei den Schleimhautbildnern (Bact. xylinu 
und xylinoides) durch Uberim pfung kleiner Hautstiicke aus Nahrlé6sungen 
von Traubenzucker in Hefewasser. Die GefaBe wurden sodann im Thermo 
staten bei 29°C sich selbst iiberlassen und nach den weiter unten ange 
gebenen Zeiten Proben zur Untersuchung entnommen. In allen Fallen 
wurden mehrere Parallelversuche vorgenommen, der Einfachheit hall. 
jedoch im nachfolgenden Text und in den Tabellen nur eines der zumeist 
gut tibereinstimmenden Resultate angefiihrt. 


b) Chemische Untersuchungsmethoden. 


Es wurden zwei Reihen von Untersuchungen vorgenommen. In de 
ersten handelte es sich darum, die Reaktionsprodukte aller 13 Bakterien 
stimme nach einem gewissen Zeitraum (wir wahlten etwa 2 Monate) zu 
bestimmen. 

Bei der zweiten Untersuchungsreihe wurde der Verlauf des Abbaues 
des Natriumlactats und des brenztraubensauren Natriums bei einem Teil 
der Bakterien genau verfolgt. Dazu wurden die Versuche mit gréBeren 
Mengen durchgefiihrt und nach bestimmten Zeiten, die unten angegeben 
sind, Proben zur Analyse durch AbgieBen unter Verhiitung einer Infektion 
entnommen. 

In Vorversuchen hatte sich herausgestellt, daB der gréBte Teil det 
untersuchten Bakterien die anfangs deutlich saure Reaktion der Lésung 
ins Alkalische verschiebt. Bei Zusatz von Mineralsiuren war Entwicklung 
eines Gases zu beobachten, welches. in Kalkwasser eingeleitet, Fallung von 
Caleiumcarbonat ergab. Die Annahme der Bildung von Natriumbicarbonat 
erschien demnach und nach dem gemessenen px der Losung gerechtfertigt. 

Die quantitative Bestimmung des Natriumbicarbonats erfolgte aut 
folgende Art: 2cem des beimpften Substrates wurden mit 5ccm eine! 
gestellten n/10 Salzsaure versetzt, 1 Minute am RiickfluBkiihler gekocht 
(um Verluste an Essig- und Salzsiure zu vermeiden) und die tiberschiissige 
Salzsiure, nach dem Abkiihlen, mit n/10 Natronlauge unter Verwendung 
von Phenolphthalein zuriicktitriert. Der Salzsiureverbrauch wurde als 
Natriumbicarbonat berechnet. 
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In den Vorversuchen hatte sich weiter gezeigt, daB in den meisten 
Fallen schon nach kurzer Beimpfung ein Koérper auftritt, der Fehling- 
che Lésung und ammoniakalische Silbernitratlésung stark reduziert, 
mit Natriumnitroprussid und Natronlauge eine deutlich rotbraune 
Farbung gibt, der beim Destillieren mit und ohne Wasserdampf leicht 
flichtig ist und das polarisierte Licht schwach nach links dreht. Zur 
Identifizierung des Kérpers wurde das Phenylosazon und das p-Nitro- 
phenylosazon dargestellt. 25ccm einer mit Bact. rancens beimpften 
Natriumlactatlésung wurden nach dreiwéchiger Bebriitung unter 
Zusatz von etwas doppeltnormaler Essigsiure im Vakuum bei etwa 
25° C destilliert. Das Destillat gab im 20-cm-Rohr eine Drehung von 
ap = — 0,20°. Es reduzierte kraftig Fehlingsche Lésung schon beim 
schwachen Erwarmen. Dieses Destillat wurde in Anlehnung an die 
Angaben von J. Hirsch! mit Phenylhydrazin und Essigsaéure versetzt 
und 2 Stunden lang am Wasserbad erhitzt. Schon nach kurzem Er- 
warmen fiel ein dicker’ gelber Niederschlag, der, auf der Nutsche ab- 
gesaugt und mit Alkohol einige Male gewaschen, citronengelbe mikro- 
skopische Kristallchen zeigte. Der Schmelzpunkt betrug 242°C. 


Das p-Nitrophenylosazon? wurde durch 1’/,stiindiges Erwarmen 
des Destillats mit 1 g p-Nitrophenylhydrazin in 30 ccm 40°,iger Essig- 
siure am Wasserba«d dargestellt. Erst nach langerem Erhitzen fallt 
ein dunkelroter voluminéser Niederschlag, der abgesaugt und einige 
Male mit 2 n Essigsiure, Alkohol und Ather gewaschen wurde. Mikro- 
skopisch zeigten sich kleine gebogene Kristallchen. Der Schmelzpunkt 
des getrockneten Produktes lag bei 308° C. 


Aus den angefiihrten Reaktionen, sowie aus der noch zu_ be- 
sprechenden quantitativen Bestimmungsmethode geht mit voller 
Sicherheit hervor, daB der entstandene eigenartige Koérper Acetyl- 
methylearbinol ist. Das gesamte Verhalten und der Schmelzpunkt 
der Osazone stimmt mit den z. B. von Hirsch angegebenen Werten 
gut iiberein. 


Die quantitative Bestimmung des Acetoins geschah nach der von 
C. B. van Niel® ausgearbeiteten Lemoigneschen Methode. 


Diese beruht darauf, daB das Acetoin durch Eisenchlorid zu Diacetyl 
oxydiert und dieses in eine Lésung destilliert wird, welche neben 
Hydroxylaminchlorid und Natriumacetat Nickelchlorid enthalt. Durch 
Erwirmen wird die Abscheidung von Nickeldimethylglyoxim in langen 
roten Kristallen beschleunigt, das Reaktionsprodukt durch einen Glas- 
filtertiegel filtriert, mit heiBem Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. 


1 J. Hirsch, ebendaselbst 181, 178, 1922. 
A.v. May, ebendaselbst 140, 302, 1923. 
3 C. B. van Niel, diese Zeitschr. 187, 472, 1927. 
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Das Gewicht des Niederschlages mit 0,61 multipliziert, ergibt die Men, 
des Acetylmethylearbinols. 

Wird ohne Zusatz von Ferrichlorid in schwach saurer Losung destillie: 
so kann aut diese Art die Menge des vorhandenen Diacetyls bestimn 
werden. Da es uns jedoch in keinem Falle gelang, Diacetyl nach dies: 
Methode nachzuweisen, diirften die gesamten Mengen von Nickeldimethy 
glyoxim als Acetoin berechnet werden. Die Bestimmung wurde im al 
gemeinen folgendermaBen durchgefiihrt : 

10 ccm der Nahrlésung wurden mit 10 cem einer 20°,,igen Ferrichlorid 
lésung versetzt (diese Menge hatte sich nach Vorversuchen als reichlic} 
geniigend erwiesen), auf etwa 50ccm verdiinnt und so lange langsan 
destilliert, bis etwa drei Fiinftel der urspriinglichen Fliissigkeit iibergegange: 
waren. Das Destillat wurde in einem Kolben aufgefangen, der 2 cen 
20°,,iger Hydroxylaminchlorid-, 5cem 20°,iger Natriumacetat- und 2 cen 
10° iger Nickelchloridlésung enthielt. Wenn gréBere Mengen Acetoin 
vorhanden waren, konnte schon wahrend der Destillation an dem Auftreten 
roter Kristallchen an der Beriihrungsstelle der beiden F liissigkeitsschichten 
das Auftreten des Glyoxims beobachtet werden. Der Kolben wurde nach 
beendigter Destillation 1 Stunde am Wasserbad bei maéBiger Temperatw 
erhitzt, bis sich die Kristalle von der klaren Lésung vollkommen abgetrennt 
hatten. Dann wurde, wie oben angegeben, filtriert und gewogen. 

Diese Methode hat sich als sehr einfaches und brauchbares Mitte! 
zur Bestimmung des Acetoins erwiesen. Vergleichsversuche mit de1 
von Hirsch vorgeschlagenen quantitativen Abscheidung als p-Nitro- 
phenylosazon ergaben im allgemeinen gute Ubereinstimmung. 

Die Bestimmung der entstehenden fliichtigen Saure geschah durch 
Destillation der Nahrlésung im Vakuum unter Zusatz von konzentrierte! 
Phosphorséure. Nach Vorversuchen hatte es sich ergeben, daB sowohl 
Milchsaéure, als auch ganz besonders Brenztraubensiéure bei der Destillation 
mit Wasserdampf unter gewohnlichem Druck in reichlicher Menge mit 
iibergehen. Aus diesem Grunde muSte zur Vakuumdestillation gegritfen 
werden, obwohl auch hier geringe Mengen von Brenztraubensaéure iiber 


destillieren. Die Bestimmungen wurden im einzelnen folgendermafen 
ausgefiihrt : 
10 cem der beimpften Nahrlésungen wurden mit 2 ccm konzentrierte! 


Phosphorsaéure und 40 ccm Wasser versetzt und im Vakuum bei 25 bis 


30° C bis auf ein geringes Volumen destilliert. Dann wurde neuerlich 50 ccm 
Wasser zugesetzt, wieder destilliert und dieser Vorgang so oft wiederholt. 
bis héchstens noch Spuren von Saure iibergingen. Das Destillat wurde mit 
Phenolphthalein und n/10 Natronlauge titriert. 

Der qualitative Nachweis der entstandenen fliichtigen Séure wurde 
durch ihren Geruch, sowie den Geruch ihres Athylesters und durch Analyse 
des Silbersalzes erbracht. Dies alles sprach fiir das Auftreten von Essig- 
siure. Zur Darstellung des Silbersalzes wurde das Destillat genau neutrali 
siert und nach dem Einengen mit Silbernitratlésung versetzt. Nach kurze! 
Zeit schieden sich diinne, zum Teil zu Biischeln vereinigte Kristalle ab, die 
nach dem Umkristallisieren einen Silbergehalt von im Mittel 64,3°,, Silber 
ergaben. (Berechneter Gehalt des Silberacetats 64,64°, Ag.) 

Beim Erwarmen des mit Silbernitrat versetzten neutralen und vorhe 
von Acetoin befreiten Destillats war in einigen Fallen Reduktion zu Silbet 
zu erkennen. Es lag nahe, an das Auftreten von Ameisensiure zu denken 
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och gelang es uns nicht, diese Saure zu identifizieren. Die Titrationswerte 
ler Destillate wurden deshalb als Essigsiéure berechnet. 

Aus theoretischen Uberlegungen nehmen wir an, daB der Abbau 
ler Milchséure tiber die Brenztraubensaure geht. (Newberg! konnte bei 
faulnis von Brenztraubenséure Essigsiure nachweisen.) Vielleicht sind 
die oben beschriebenen Reduktionswirkungen gegeniiber Silbernitrat 
auf diese Saéure zuriickzuftihren. Wir versuchten es, Brenztrauben- 
saure in den Garkolben durch Zusatz von Semicarbazid abzufangen. 
Dieses Verfahren ist ja von Neuberg und seinen Schiilern und von 
Kostytschew und Soldatenkow? bei der Hefegirung zum Nachweis der 
intermediar entstehenden Ketone angewendet werden. Durch Zusatz 
von neutralisiertem Semicarbazid-hydrochlorid zu 3 Tage vorher be- 
impften Natriumlactatlésungen hofften wir Brenztraubensiure ab- 
fangen zu kénnen. In allen Fallen wurde jedoch das Wachstum der 
Kssigbakterien durch das Semicarbazid vollkommen verhindert, so daB 
wir nach Aufarbeitung der Garansitze nach dem Vorschlag Kostytschews 
(l.c.) keine Kristalle des Calciumsalzes des Brenztraubensaure-semi- 
carbazons nachweisen konnten. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Nahrlésungen wurde vor der 
Beimpfung und nach gewissen Zeiten mit Hilfe des Doppelkeilkolorimeters 
nach Bjerrum-Arrhenius bestimmt. 


Untersuechungsergebnisse. 


In unserer ersten Versuchsreihe haben wir die Reaktionsprodukte 
in allen Ansaitzen nach etwa zweimonatiger Bebriitung durch die 
Bakterien bestimmt, wobei die Kolben einen Monat bei 29°C und 
einen weiteren Monat bei 22 bis 24° C standen. Die Nahrlésung bestand 
aus 2,5°,, Natriumlactat in Wiirze von 4° Balling (s. Tabelle 1). 


Tabelle I. 
Urspriingliche Nahrlésung: 2,5°,, Natriumlactat in Wiirze von 4° Balling. 
Gardauer und Temperatur: 1 Monat bei 29° C und 1 Monat bei 22 bis 24° C. 





Bact. Bact Bact 
aceti aceti Pasteu- 
Hansen Henneberg rianum 


Bact 
gluconic. 
Hermann 


Bact. Bact Bact. 
xylinum = xylinoides orleanense 


Bea ee 8,6 8.9 8,3 8.4 8.7 8.8 
Acetylmethyl- 

carbinol in °%, 0 0,102 0,011 0,203 0,185 0,048 0,017 
Essigsaure in % 1,25 0,18 0,52 0,07 0,19 0,76 0,45 


NaHCO, in % 
(Bestimmung 
nach Geissler) 0,38 


1 Diese Zeitschr. 67, 90, 1914. 
2 Kostytschew u. Soldatenkow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 287, 1928. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Bact Bact Bact _| Bact. vini Bact. Bact 
acetosum vanadne ascendens anal’ Kiit- ascend 
Henneberg . (Berlin) ‘ zingianum Hennehe 
, on wer 4 8.9 8,7 9,1 8.5 8,2 5.4 
Acetylmethyl- 
carbinol in “,, 0,021 0,121 Spur 0,064 0,143 0,151 
Essigsaure in °, 0,39 0,27 0,04 0,40 0,08 0,08 


NaHCO, in % 
(Bestimmung 
nach Geissler) 1.85 


a) Milchsdureabbau. 


Beim Bact. gluconicum (Hermann) hatte sich nach dieser Zeit 
das py von urspriinglich 4,6 nur wenig, und zwar auf 4,8 verschoben 
Die Lésung war demnach deutlich sauer geblieben. Acetoin war nicht 
vorhanden. Dagegen waren gréBere Mengen von Essigsdure (1,25°, 
entstanden, die einem Umsatz von 94°, der urspriinglichen Milchsaur: 
gleichkommen, wenn man die wahrscheinliche Annahme trifft, daf 
aus einem Molekiil Milchsiure ein Molekiil Essigsiure entstanden ist 


Im deutlichen Gegensatz zu diesen Befunden standen die Resultate 
bei den iibrigen Bakterien. Wir konnten hier in allen Fallen deutliche 
alkalische Reaktion nachweisen, wobei das py je nach der angewandten 
Bakterienart zwischen 8,2 und 9,1 schwankte. In allen GefaéBen wai 
Acetoin nachweisbar, und zwar in Mengen von Spuren (bei Bact 
ascendens Berlin) bis zu 0,203°, (bei Bact. orleanense). Auch Essig 
sféure war vorhanden, und zwar war ibre Menge im allgemeinen um so 
groBer, je geringere Mengen an Acetoin nachweisbar waren. Nur beim 
Bact. ascendens (aus Berlin) konnten trotz des nur spurenweisen Vo1 
kommens von Acetoin auch nur 0,04°, an Essigséure bestimmt werden 
Auf die Resultate bei diesem Bakterium werden wir weiter unten noch 
zurickkommen. 

Bei zwei Bakterien wurden die gebildeten Mengen an Natrium- 
bicarbonat durch Wagung im C©O,-Bestimmungsapparat nach Geissler 
vor und nach Behandlung mit Saure ermittelt. Beim Bact. xylinum 
fanden wir so 0,38°,, bei Bact. ascendens (Berlin) 1,85°,, NaHCO, 
Der letztere Wert bedeutet eine quantitative Umwandlung des Natrium- 
lactats in Natriumbicarbonat. (Wiederum bei Annahme der Bildung von 
einem Molekiil Natriumbicarbonat aus einem Molekiil Natriumlactat.) 

In unserer zweiten Versuchsreihe haben wir die Bestimmungen 
nach wesentlich kiirzeren Zeiten fortlaufend durchgefiihrt. Die Nahr- 
lésungen hatten die gleiche Zusammensetzung wie in den vorhergehenden 
Versuchen, doch wurden die gréBeren Garansatze standig im Thermo- 
staten bei 29°C belassen. 
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pacterium 


T abe lle fg 


gluconicum. Urspriingliche Nahrlésung: 2,5°, Natriumlactat 
in Wiirze von 4° Balling. 





7 age 
nach der 
Beimpfung 


1{ 

15 
18 
22 
46 


93 


Bacterium 


Freie Gebundene’§ Essigsdure 
\ ziditiit fliichtige fliichtige aus dem 
saure saure Gesamt 


Acetoin jestillat Anmerkungen 
destill: 
pro l0cem, ausgedriickt in cem berechnet 


n/l0 NaOH 


0 
4,25 0 0,2 Py = 4,5. 
0 0 0.3 Starke bakterielle 
rriibung etwas 
Bodensatz, kleine 
diinne Haut 
be! tiecken 
0,6 O79 0,08 Mikr.: Diploformen 
mit Schleim um- 
hiil}t 
0 1.0 2.0 0.18 
6,0 2,25 7,25 0,57 
0 6.0 2.45 8.25 0.64 
0 6,5 2,5 10,0 0,75 
8.0 5.6 14,0 1,06 
0 7.75 6,15 13,3 1,17 Pu = 4s 


Tabelle 111. 


xylinoides. Urspriingliche Nahrlésung: 2,5 °, Natriumlactat 
in Wiirze von 4° Balling. 





lage 
nach der 
Beimpfung 


Gesamt- 


Alkalitit fliichtige 
ro 10 ce . Shure > 
pro com NaH (¢ Os Acetoin d Essigs&ure Anmerkungen 
ln cem pro l0cem 
n/l0 HCl in ecm 
nl0 NaOH 
Py 4.6. Gegen 


Lackmus sauer 
10 cem ver 
brauchen 3,1 cem 
n 10 N LOH 

Spuren Sehr diinne Haut 
decke, Reaktion 
gegen Lackmus 
sauer 

0,074 Weife Hautdecke 

Reaktion geger 
Lackm. schwach 
alkalisch. 


0.076 1.5 0,09 Haut zu Boden ge 
fallen 
0,25 0,02 0,073 1.5 0,09 Haut am Boden 


kein weiteres 

Wachstum 
0,012 9,6 0,58 Neuer Ansatz 

Im Kolben dicker 

Schleimklumpen 


mit mehreren 
Hautdecken 
Pu 8.9 
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Tabelle LV. 


Bacterium acetosum (Henneberg). Urspriingliche Nahrlésung: 2.5°,, Natriur 


lactat in Wiirze von 4° Balling. 





Gesamt- 





Tage Alkalitat Hliichtige 
nach der a omg NaHCO3  Acetoin pr ~— Essigsaure Anmerkunger 
- ecm ro 10 
Beimpfung n/lOHCl in com 
( ( n/10 NaOH 
0 Pu = 4.6. 10 
verbrauch. 3,1 
n/1l0NaOH. 
7 0.195 Bakt. Triibung 
14 0,062 6.9 0.41 Sehr starke Tr 
bung, vollstindi; 
undurchsichtig 
21 0,049 7,45 0.45 
28 6,25 0.53 0,043 7,9 0,47 Liisung gelbbrau 
undurchsiehtig 
48 5,25 0,46 0,024 9,7 0,58 
Tabelle V. 
Bacterium rancens. Urspriingliche Nahrlésung: 2,5°, Natriumlactat i 
Wiirze von 4° Balling. 
Gesamt- 
Tage Alkalitit fliichtige 
nach der Pro 10 ccm NaHCO, Acetoin Saure Essigsiure Anmerkungen 
Beimpfung = a 
") n/l0 HCl in ecm 
> n10 NaOH 0), 
0 PH 4.6. 10 cen 


verbrauchen 
3,leemn lo NaOH 
0,209 Deutliches Bak 


f 

terienwachstun 

14 0,348 2,0 0,12 

21 0,307 2.55 0.15 Rotbraune Lisung 
diinne, etwas 
schleimige Bal 
terienhaut 

28 5.0 0,42 0,226 3.5 0,21 

46 4,25 0,36 0,162 4.5 0,27 Pu = 9,0 


Beim Bact. gluconicum zeigte sich bei diesen Versuchen in voll- 
Ba . . . Pos . . 
kommener Ubereinstimmung mit den friiheren immer saure Reaktion 
Das pg stieg dabei von 4,5 auf 4,8. Acetoin konnte in keinem Zeit- 
H 5 


punkt nachgewiesen werden, so daB diesem Bakterium — als einzigem 
der von uns untersuchten Stamme — carboligatische Wirkungen voll- 


stindig abgehen. Ein Abbau des Natriumlactats war trotzdem in 
sehr bedeutendem MaBe nachzuweisen, und zwar war KEssigsaure 
als Natriumacetat — in mit der Zeit steigender Menge bestimmba 


(s. Tabelle II). 
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Tabelle V1. 


Bacterium ascendens (vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin). Ur- 
priingliche Nahrlésung: 2,5°, Natriumlactat in Wiirze von 4° Balling. 





Gesamt- 

lage Alkalitat fliichtige 
} Vee Sdure essig- 
nach der PFO Weem NaHCO,  Acetoin |, See 
Beimpfung othe = pro 10ccm saure 

' n/l0 HCl in ecm 


n/l0 NaOH 


0 sauer 
3 schwach 0.148 1.65 0,10 
alkalisch 

7 alkalisch 0.326 4.8 (0,29 
10 0,212 5.0 0,30 
14 0,161 8,1 0,49 
17 0,160 7,40 0.44 
21 0,124 7,35 0,44 
24 0,105 5,7 0,34 
30 0,100 6.40 0.38 
46 0,056 7.50 0,45 
92 0,037 7,75 0,47 
116 8.5 0.71 


Tabelle VII. 


Anmerkungen 


Pu 4,5. l0cem ver- 
brauchen 4,25 ccm 
n/l0 NaOH 

Starke Triibung, matte 
diinne Hautflecke 

Matte Hattdecke mit 
Schleimfiden 

Bei Siurezusatz starke 
CO,-Entwicklung 


Neuer Ansatz. Lésung 
rotbraun 


Bacterium ascendens (Henneberg). Urspriingliche Nahrlésung: 2,5° ,, Natrium- 


lactat in Wiirze von 4° Balling. 





Tage Alkalitat fliichtige ; 
nach der || PTO 10ccm NaHCO; Acetoin saure Essig- 
Beimpfung in ecm pro 10 cem shure 
I > nil HCI in cem 
( n1l0 NaOH 
) sauer 
3 schwach 0,082 
sauer 
7 alkalisch 0,295 0,45 0,03 
10 0,281 0.60 0,04 
14 0.281 1,0 0.06 
17 0,232 1,0 0,06 
21 0,205 2.15 0,13 
24 0,261 2,45 0,15 
31 0.200 3.0 0.18 
45 0,153 4.5 0,27 
92 5 0.29 0.116 5.45 0.33 


Gesamt- 


Anmerkungen 


Pu = 4,5. 10 cem ver 
brauchen 4,25 cem 
nl0 NaOH 

Fliissigkeit von Flocker 
erfiillt, Bakterien 
ring, matte Haunt 
flecken 


Neuer Ansatz. Losung 
rotbraun, Bakterien 
ring, schwache 
Schleimbildung 
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Der zeitliche Verlauf des Abbaues von Natriumlactat durch v: 
schiedene Essigbakterien bzw. die carboligatische Bindung der Abba 
produkte geht aus den Tabellen III bis VII hervor. 

Zu diesen Tabellen ist folgendes zu bemerken: Die Prozente 
Natriumbicarbonat sind berechnet aus der in den Tabellen angegebe 
Alkalitat der Lésungen. Die Alkalitaét selbst wurde bestimmt, wie oly 
naher ausgefiihrt, durch Zugabe von n/10 HCI zu einer bestimmt: 
Menge der Lésung und Riicktitrierung des Uberschusses der Saun 
mit n/l0 NaOH unter Zuhilfenahme von Phenolphthalein. Die an 
gegebenen Prozente an Essigsiure wurden aus der gesamten fliichtige: 
Saure errechnet. 

Bact. xylinoides: Nach 7 Tagen hatte sich nur eine diinne Haut 
decke gebildet. Die Reaktion gegen Lackmus war noch sauer, vo! 
Acetoin waren nur Spuren nachweisbar. Erst nach 14 Tagen war ein 
dicke weibe Hautdecke vorhanden, die Reaktion war jetzt schwac! 
alkalisch. Der als Acetoin bestimmte Anteil betrug in diesem Zeitpunkt 
0,074°,. Nach dieser Zeit verschoben sich in diesem Ansatz die Werte 
nicht wesentlich, da die Haut bei Entnahme der Proben zu Boden 
gefallen war und das Bakterienwachstum aufhérte. DaB jedoch auch 
dieses Bakterium imstande ist, Acetoin weiter abzubauen, ergibt sich 
aus einem neuen Ansatz, der nach 60tagigem ruhigen Stehen analysiert 
wurde. Dieser zeigte ein px von 8,9, einen Acetoingehalt von 0,012°,, 
dagegen einen Gehalt an Essigsiure von 0,58°,. Im Kolben war ein 
dicker Schleimklumpen mit mehreren iibereinander liegenden Haut- 
decken gewachsen. 

Bact. acetosum (Henneberg) zeigte nach 7 Tagen schon einen 
Acetoingehalt von 0,195°%. Nach 14 Tagen war dieser auf 0,062”, 
gefallen, wahrend die Essigsiure zu diesem Zeitpunkt 0,41 °% betrug. 
Nach 48 Tagen waren folgende Substanzmengen nachweisbar: Natrium- 
bicarbonat 0,46°%, Acetoin 0,024°%, und Essigséure 0,58°,. Dabei 
war die Lésung gelbbraun und durch suspendierte Bakterien voll- 
kommen undurchsichtig. 

Bact. rancens: Dieses Bakterium zeigt ein abnliches Verhalten 
wie das vorhergehende. Der Acetoingehalt erreicht jedoch nach 14 Tagen 
einen Maximalwert von 0,348°%, und geht nach 46 Tagen auf 0,162° , 
herunter. Dabei steigt der Essigsiuregehalt bis auf 0,27°). Das py 
nach 46 Tagen betragt 9,0 und der Natriumbicarbonatgehalt 0,36°, 
Die Lésung selbst ist rotbraun gefirbt und tragt eine diinne, etwas 
schleimige Bakterienhaut. 

Kinen deutlichen Unterschied, den wir auch schon in unsere! 
friiheren Arbeit! nachweisen konnten, sahen wir auch bei diesen Unter- 
suchungen bei den beiden Stémmen von Bact. ascendens. 
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Bact. ascendens (Berlin): Dieser Stamm bildete schon nach 
3 Tagen 0,148°%, Acetoin und erreichte die maximale Acetoinmenge 
von 0,326°, nach 7 Tagen. Nach dieser Zeit fiel der Prozentgehalt an 
dieser Substanz steil ab, so daB z. B. nach 46 Tagen nur noch 0,056°, 
in der Lésung enthalten war, neben 0,45°, Essigsaéure. Auch die Essig- 
siure scheint nach langeren Zeiten abzunehmen, wie besonders aus den 
Resultaten unserer ersten Versuchsreihe (s. oben) hervorgeht. Auch 
unter anderen Bedingungen lieB sich ja schon friher' ein Abbau von 
Essigsiure durch dieses Bakterium nachweisen. 

Bact. ascendens (Henneberg): Die maximale Acetoinmenge war 
nach 7 Tagen mit 0,295°, erreicht. Dieser Wert fiel nur sehr langsam 
ab, so daB noch nach 45 Tagen eine Menge von 0,153°, in der Lésung 
vorhanden war. Der Essigsiuregehalt stieg gleichmaBig und erreichte 
nach 45 Tagen 0,27 °%,. 

b) Brenztraubensdureabbau, 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Einwirkung einzelner 
Bakterienstamme auf 2,5°%ige Lésungen von brenztraubensaurem 
Natrium in Wirze von 4° Balling untersucht (Tabelle VIII). Es er- 

Tabelle VIII. 


Urspriingliche Nahrlésung: 2,5°, brenztraubensaures Natrium in Wiirze 
von 4° Balling. 





| Gesamt- 
Alkalitat fliichtige 


Tage . —_ 
whder PFO WWeem) NaHCO;  Acetoin oeare Essig- ‘k 
= , in eem ‘ ? pro 10cem __ sure Anmerkungen 
I ® n/l0 HCl in eem 
OF}, 05 n/10 NaOH 0/5 


Bacterium acetosum (Henneberg). 


0 sauer 10cem verbrauchen 
0,75cem n/10 NaOH. 


, . - Deutliches Wachstum, 
8 alkalisch 0,037 starke Triibung. 
15 ‘ Spuren 
29 6,0 0,50 ‘ 8,2 0,49 = Rétlichbraun. 
Bacterium rancens. 
8 0,087 Wachstum. 
15 alkalisch 0,066 
29 4,25 0,36 0,065 $3 0,20 Rotbraun. 
Bacterium ascendens. (Vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin.) 
8 0,068 
18 alkalisch 0,056 3,85 0,23 
29 1,0 0,08 0,035 
Bacterium ascendens (Henneberg). 
8 0,058 
19 alkalisch 0,043 2.8 0,17 
29 1,75 0,15 Spuren 


1 Hermann u. Neuschul, l.c., 8S. 196. 
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gaben sich dabei im wesentlichen ahnliche Resultate wie bei der Ei 
wirkung auf Natriumlactat. So war bei Bakt. gluconicum in keinem 
Falle Acetoin nachweisbar, die Lésung standig sauer und nach 31 tagige 
Bebriitung 0,98°%, an Essigsiure gebildet worden. Auch in diesem 
Falle war demnach keine carboligatische Wirkung zu erkennen. 

Das Verhalten der tibrigen Bakterien geht aus der Tabelle deutlic) 
hervor und stimmt in qualitativer Hinsicht mit dem Verhalten gegeniibe: 
Natriumlactat gut tiberein, wahrend quantitativ eine deutlich schwachere 
Einwirkung aller Bakterien auf das brenztraubensaure Natrium kon- 
statierbar ist. Dieses Verhalten diirfte im wesentlichen daraus erklarba: 
sein, daB Brenztraubenséiure das Bakterienwachstum starker hemmt 
als Milchsaéure. 


c) Erkldrung der chemischen Vorgdnge. 


Sieht man vom Bakt. gluconicum ab, dessen Verhalten weite: 
unten besprochen werden soll, so verlauft bei allen iibrigen unter- 
suchten Essigbakterien der Abbau der Milchsiure bzw. ihres Natrium 
salzes auf folgendem Wege: 

CH, .CHOH .COONa + O = CH,.CO.COONa + H,0. 


Diese Oxydation des milchsauren Natriums zu brenztraubensaurem 
Natrium wurde durch unsere Versuche nicht erwiesen, hat aber deshal}) 
einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit, weil beide Substanzen die 
gleichen Abbauprodukte liefern. Den weiteren Abbau kann man sich 
so vorstellen: 


CH,.CO.COONa + H,O = CH,.COH + NaHCO,, 
und weiter 
2CH,.COH = CH,.CO.CHOH.CH,, 

also ein carboligatischer Aufbau von 1 Molekiil Acetylmethylearbino! 
aus 2 Molekiilen Acetaldehyd. 

Ein Molekiil des gebildeten Acetylmethylcarbinols geht durch 
oxydative Spaltung in 2 Molekiile freie Essigsiure iiber, die von uns 
durch Vakuumdestillation bestimmt wurde: 


CH,.CO.CHOH.CH, + 0, = 2CH,COOH. 


Daneben bleibt das gebildete Natriumbicarbonat erhalten und _ ver- 
ursacht die stark alkalische Reaktion der Lésung. (Neuberg! hat unte: 
der Bezeichnung ,,enzymatische Alkalibildung“ einen abhnlichen Zerfal! 
des brenztraubensauren Kaliums mit Hefemazerationssaft nach- 
gewiesen.) Erst nach langerem Stehen setzt sich dieses mit der Essigsaure 
um. Da das so gebildete Natriumacetat schwacher dissoziiert ist als 


1 C. Neuberg, Zentralbl. f. Physiol. 26, 16, 715. 
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Natriumbicarbonat, nimmt das px der Lésung etwas ab und ebenfalls 
der titrierbare Gehalt an Natriumbicarbonat. 

Beim Bakt. ascendens (Berlin) ging die Oxydation in einem 
Falle so weit, daB schlieBlich keine anderen Reaktionsprodukte mehr 
nachweisbar waren, als Natriumbicarbonat. Wie schon oben erwahnt, 
hangen diese Resultate mit der verhaltnismaBig leichten Oxydierbarkeit 
der Essigsiure durch dieses Bakterium zusammen. 

Die Verhaltnisse beim Bakt. gluconicum sind weniger leicht er- 
klarbar. DaB auch hier eine Oxydation des Lactats zu brenztrauben- 
saurem Salz stattfindet, ist ebenfalls sehr wahrscheinlich. Die Weiter- 
oxydation dirfte hier jedoch so erfolgen, daB primar Natriumacetat 
gebildet wird neben freier Kohlenséure. Dadurch wird das urspriinglich 
saure py der Lésung nur unwesentlich gegen das Alkalische verschoben. 
DaB soleche Verhaltnisse nicht unwahrscheinlich sind, konnten wir 
dadurch glaubhaft machen, daB wir den CO,-Gehalt durch Fallung 
mit Barytlauge in ungeimpften und mit Bakt. gluconicum geimpften 
Lésungen bestimmten und einen deutlich gréBeren Gehalt an CO, in 
den geimpften Lésungen fanden. 


Zusammenfassung. 


In vorstehenden Untersuchungen wurde das Verhalten von 
13 Staémmen von Essigbakterien gegeniiber Natriumlactat und brenz- 
traubensaurem Natrium untersucht. Dabei zeigte sich, daB bis auf das 
Bakt. gluconicum alle tibrigen Stamme die Fahigkeit besitzen, durch 
carboligatischen Aufbau Acetylmethylearbinol zu bilden, das durch 
Weiteroxydation zu Essigsiure bzw. Kohlensiure abgebaut wurde. 
Neben diesen Produkten konnte in allen Fallen Natriumbicarbonat 
nachgewiesen werden. 

Bakt. gluconicum verhalt sich vollkommen verschieden. Es ent- 
faltet keinerlei carboligatische Wirkungen, baut jedoch ebenfalls beide 
angewandten Substanzen zu Essigséure ab. 


30 * 








Mikro-Calciumbestimmung im Blute. 


Von 
R. Nordbé. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 24. Januar 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Beim Arbeiten mit kleinen Versuchstieren und bei der Registrierung 
der Schwankungen des totalen und des ultrafiltrierbaren Kalkgehalts 
im Blutplasma wahrend einer Versuchsperiode ist es wiinschenswert, 
mit mdglichst wenig Blut auszukommen. Mit der im folgenden be- 
schriebenen Methode kann etwa 10 y Calcium mit einem maximalen 
Fehler von 3° bestimmt werden, wodurch 0,2 bis 0,3. ccm Blut bzv 
Ultrafiltrat ausreichen. 

Prinzip. 


Das Calcium wird als Oxalat gefallt, das Calciumoxalat durch 
Erhitzen in Carbonat iibergefiihrt und dieses azidimetrisch bestimmt. 
Bei diesem, von Trevan und Bainbridge zuerst angegebenen Ver 
fahren, kénnen alle Manipulationen im Zentrifugenréhrchen ausgefiihrt 
und von dem Gebrauch von PlatingeféiBen abgesehen werden. 


Uberfiihrung des Calciumoxalats in Carbonat. 


Durch Vorversuche wurde festgestellt, daB das Calciumoxalat bei 
400 bis 450° glatt in Carbonat iibergefiihrt wird, besonders nach vor- 
herigem Erhitzen eine Zeitlang auf 200 bis 250°. Bei dieser Temperatur 
wird das Calciumoxalat wasserfrei, dagegen konnte keine Carbonat- 
bildung beobachtet werden. Bei Temperaturen unter 400° war die 
Uberfiihrung des Calciumoxalats in Carbonat eine recht langsame 
Bei Temperaturen tiber 500° wurde das Glas an der Beriihrungsstelle 
mit dem Niederschlag rasch angegriffen, wodurch der Niederschlag 
eine in n/100 HCl teilweise unlésliche Masse bildete. 
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Apparate und Reagenzien. 

1. Fein ausgezogene, auf EinguB geeichte Kapillarpipetten von 
v1 cem Inhalt, die in Verbindung mit einer Hebervorrichtung gesetzt 
werden kénnen, deren Bau aus der beistehenden Skizze hervorgeht. 
Durch Senken und Heben der mit Quecksilber gefiillten Kapillar- 
rohre (H) kann die abzumessende Fliissigkeit beliebig langsam in 
die Pipette eingesaugt und aus der Pipette entleert 


werden. 

2. Spitze Zentrifugenréhrchen von etwa 2 ccm pon 
Inhalt. , 

3. Ein Sandbad mit einem Thermometer fiir 
Temperaturen bis 500°. 

4. Eine Mikrobirette, die in cmm eingeteilt ist 
und etwa 0,2cmm abzuschatzen gestattet, z. B. die 
Rehberg- oder die Widmark-Birette. 

5. n/100 HCl und n/100 NaOH, beide mit einer 
Konzentration von 0,001°, Indikator zubereitet. 
Nur die Lauge braucht genau eingestellt zu sein. Als 
Indikator hat sich Bromkresolgriin sehr bewahrt. 
Er zeigt sich bei py 4,4 gelbgriin, bei px 4,6 grin, bei = Garm-_ » 
pu 4,8 griinblau. scl 

6. Gesattigte u.0,1 %ige Ammoniumoxalatlésung. Abb. 1. 


Yokuurn- 
SChlouth 














Ausfiihrung der Bestimmung. 


In ein kleines Zentrifugenréhrchen wird etwa 0,1 mg Liquoid Roche 
gebracht (abgemessen, z. B. indem man nach dem AugenmaB etwa 1 mg 
in 10 Portionen teilt) und von einem Hautschnitt (z. B. am Ohrlappchen) 
6 bis 7 Tropfen Blut eingelassen. Mit einem diinnen Glasstaébchen wird 
vorsichtig umgeriihrt und dann zentrifugiert. Vom Plasma wird mit 
der Pipette 0,1 cem abgehoben und in ein zweites Zentrifugenréhrchen 
entleert, dann mit 0,lccm Wasser die Pipette gespilt. Nun setzt 
man von der gesaéttigten Ammoniumoxalatlésung 2 Tropfen zu, laBt 
mindestens 2 Stunden stehen, zentrifugiert, saugt die iiberstehende 
Fliissigkeit vorsichtig und méglichst vollstandig ab, gibt unter leichtem 
Aufriihren des Niederschlags ungefahr lcecm 0,1°%ige Ammonium- 
oxalatlésung in das Zentrifugenréhrchen, zentrifugiert, saugt ab und 
trocknet vorsichtig im Trockenschrank. Das Zentrifugenréhrchen mit 
dem gut getrockneten Niederschlag wird nun in ein Sandbad gesetzt 
und die Temperatur allmahlich auf 200 bis 250° gebracht, hierdurch 
zersetzt sich das zuriickgebliebene Ammoniumoxalat und das Calcium- 
oxalat verliert sein Kristallwasser. Nach etwa 1/, Stunde wird die 
Temperatur auf 400 bis 450° gebracht, nach 10 Minuten das Zentrifugen- 
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réhrchen aus dem Sandbad genommen und auf einer Asbestplat 
abgekihlt. 

Nun mift man mit einer Pipette oder Biirette 0,1 ccm der n/100 H\| 
in das Zentrifugenréhrchen ab und, zur Feststellung des ‘Titrationswert:s 
dieser Sauremenge, auf genau dieselbe Weise Q,l ccm der n/100 HC 
in ein zweites, reines Zentrifugenréhrchen. Durch Aufriihren mit einen 
diinnen Glasstabchen kann man den Calciumcarbonatniederschlag rasc|; 
zur Lésung bringen. Beide Zentrifugenréhrchen werden jetzt 5 Minuten 
im kochenden Wasserbad erhitzt, dann wird mit der n/100 NaOH 
titriert, bis die Fliissigkeit dieselbe Griinfarbe hat wie 0,2 ccm eine: 
Pufferlésung von py 4,6 mit 0,001°, Bromkresolgriin. Diese Vergleichs. 
lésung befindet sich in einem der kleinen Zentrifugenréhrchen, und 
dieses ist neben dem Zentrifugenréhrchen mit der zu titrierenden 
Fliissigkeit befestigt. Eine Milchglasplatte bildet den Hintergrund 


Beispiel der Berechnung. 


0,1 cem n/100 HCl verbrauchte . . . . 99,5emm n/100 NaOH 
0,1 cem n/100 HCl + Caleiumearbonat- 
niederschlag verbrauchte .... . 49,5emm n/100 NaOH 


Das vorhandene Calciumcarbonat ent- 
WO. se ke ew so + we COO mm 2/00 Nan 


Da 1 emm n/100 NaOH 0,2 y Calcium entspricht, hat die Analyse 
10 y Calcium enthalten. Auf die GréBe des totalen Fliissigkeitsvolumens 
bei der Titrierung braucht man keine Riicksicht nehmen. Ein Volumen 
unterschied von 0,1 ccm bedingt bei px 4,6 nur einen Titrationsunter- 
schied von 0,25cemm n/100 NaOH, gleich 0,05 y Calcium. 


Analysenresultate. 


1. Reine CaCl,-Lésung. Theorie: 13,18 mg-°,, Ca. 

Gefunden: 13,1, 13,3 ,13,1, 13,2, 13,2, 12,9, 12,9, 13,1 mg-%, Ca. 
2. Reine CaCl,-Lésung. Theorie: 5,0 mg-°,, Ca. 

Gefunden: 4,7, 4,7, 4,8, 4,6, 4,8, 4,8, 4,6, 4,6, 4:9, 4,8 mg-°, Ca. 
3. Liquoid-Plasma und Serum von derselben Blutprobe. 

Plasma: 9,6, 9,6 mg-°,, Ca. 

Serum: 9,8, 9,4 mg-°,, Ca. 


J 


analysiert nach Clark und Collip: 9,8, 9,8 mg-°,, Ca. 
Literatur. 
Clark u. Collip, J. of biol. Chem. 68, 461, 1929. Rehberg, Biochem 
J. 19, 270, 1925. Trevan u. Bainbridge, ebendaselbst 20, 423, 1926. 


Widmark u. Orskov, diese Zeitschr. 201, 15, 1928. 
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Die Aktivitits-y,-Kurve 
bei der fermentativen Racematspaltung. 


Von 


H. Fisehgold und R. Ammon. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den Arbeiten von £. Bamann' sowie von P. Rona, H. Fischgold 
und R. Ammon? und R. Ammon und H. Fischgold® iiber das optische 
Verhalten von Esterasen gegeniiber Racematen entstanden Schwierig- 
keiten aus der Tatsache, daB es nicht immer gelang, von den beiden 
optisch-aktiven Modifikationen des Esters Aktivitats-p,-Kurven nach 
Michaelis und Menten* aufzustellen. So konnte Bamanan (Il. c.) bei der 
Untersuchung des Systems Menschenleber-Esterase-Mandelsaureath yl- 
ester nur fiir die 1l-Modifikation eine vollstandige Kurve gewinnen, 
wahrend die d-Form offenbar eine Kurve besitzt, die zum Teil auBerhalb 
des Léslichkeitsbereichs des Esters liegt und daher nicht experimentell 
aufgestellt werden kann. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bein System 
Menschenleberesterase-Mandelsiuremethylester, das von Rona, Fischgold 
und Ammon (l.c.) und Ammon und Fischgold (1. c.) untersucht wurde. 
Es gelang in den genannten Fillen nicht, die die Spaltung des d-Esters 
durch Menschenleberesterase charakterisierenden Konstanten zu_be- 
stimmen. Um trotzdem zu diesem Ziele zu kommen, haben wir einen 
Weg benutzt, der hier angegeben werden soll. Denn wir glauben, daB 
er sich in vielen analogen Fallen fruchtbar erweisen wird. 


1 Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 62, 1538, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 228, 77, 1930. 

3 Ebendaselbst 234. 54, 1931. 

4 Ebendaselbst 49, 333. 1913. 








464 H. Fischgold u. R. Ammon: 


Das Prinzip besteht in folgendem: Es wird zum |-Ester ein |, 
stimmter Anteil d-Ester hinzugefiigt und die Aktivitats-p.-Kurve a 
genommen. Aus dem Abweichen von der reinen |-Ester-Kurve kénn« 


Dissoziations- und Zerfallskonstante der d-Ester-Fermentverbinduny 


bestimmt werden. Am einfachsten ist es, direkt vom Racemat aus. 
zugehen, wo also d- und |-Ester in gleicher Menge vorhanden sin 
DemgemaB gingen wir vor und bestimmten die Umsatzgeschwindigkeit 
bei der fermentativen Spaltung des Racemats in Abhangigkeit von de: 
Substratkonzentration. 


Nach den Vorstellungen von Michaelis und Menten besteht nach dem 
Massenwirkungsgesetz die Beziehung [FS] = ([F'!.[S])/K, wo [FS] die 
Konzentration der Ferment-Substratverbindung, [fF] die Konzentration 
des freien, nicht an Substrat gebundenen Ferments, [S] die Konzentration 
des freien, nicht an Ferment gebundenen Substrats und K die Dissoziations 
konstante bedeuten. Wegen der Kleinheit von [FS] kann [S] gleich de: 
Gesamtsubstratkonzentration angenommen werden. 

Die Umsatzgeschwindigkeit wird als proportional der GréBe [F's 
angenommen: U = p[FS]. Nach einfacher Umformung erhalt man 
[FS] = C.[S]/((S] + K), wo C eine Konstante ist. Diese Gleichung ist 
formal identisch mit der Gleichung fiir den Dissoziationsrest. (Michaelis. ) 


Ubertragt man diese Annahmen auf die Verhaltnisse bei de: 


Racematspaltung, so erhalt man die gleichzeitig bestehenden Be- 


ziehungen: 
1 


FS,]= 
[ Zc. 





‘[F]-[S4] (1) 


und 


_— 
to 


1 
[F S_] = = -[F)-[8_]. 
K\-) 
Ist F die Menge des insgesamt vorhandenen, gebundenen und freien 
Ferments, so ist offenbar 


[F] = F—[FS,]—[FS_}. (3) 


Andererseits ist 


[PS,]_ [8.].K-, 


[PS_]  [S_]. Ki) 


und da im Racemat zu Beginn der Spaltung, der ja allein in der Akti- 
vitats-p.-Kurve untersucht wird, [S.] = [S_] ist, so ist 
Ki.) ; 


(FS_] = [F8,]-¢” 


Setzt man diesen Wert in (3) ein, so erhalt man 


(F] = F —(FS,}-(1+ 








pin by 


ea 


<Onne! 


indung 
it aus- 


1 sind 
ligkeit 


on dey 


h dem 
S] ce 
tration 
bration 
ations 
ch der 


[Fs 
man 
ng ist 
aelis. } 
i der 
1 Be- 


reien 


Akti- 


Aktivitats-p,-Kurve bei der fermentativen Racematspaltung. 465 
Dieser Wert, in (1) eingesetzt, fiihrt zu 


ch [r-saQes Roya. 


oder nach Umformung 


[FS] = 


» Ki) S.] 
8.) «= F ies = ees L (4) 
Ki.) Ki.) 1 K+) T K, ) K,.)-K, ) g 
[S,] K, ) Ki.) T K, ) l +] 
Analog findet man 
’ ad K; +) [S ! 
(FS =— . ° (5 
| Ey ey Sy ae mee ) 
Ki4,+ Ki) © 


Der Umsatz im Racemat, U, ,, mu8 proportional sein der GréBe 
([FS.].k.) + [FS_].k&, wo k,, und k_, die Zerfallskonstanten 
der Ferment-d-Verbindung bzw. Ferment-l-Verbindungen sind. Da 
nun im Racemat beim Anfang der Spaltung 

[S.] = [S_] = 7 [Sa] 
ist, wird 


[FS, ves) T [FS |. k — C. 


wo C eine Konstante ist, oder 


ee (Sa,1 
a) = p-— 
ye ree 
- 1 , , “d,1 
Ki.) + kK, ) 


wo p ein Proportionalitatsfaktor ist. 


Man erhalt also fiir die Racemat-Aktivitats-p,-Kurve wieder eine 
Gleichung, die formal mit der Dissoziationsrestgleichung tbereinstimmt. 
Das Racemat verhalt sieh hier so, als ob es eine einheitliche Substanz 
ware. Die scheinbare Dissoziationskonstante K,, }, der d, ]-Verbindung 
kann in gleicher Weise wie bei einfachen Aktivitats-p,-Kurven bestimmt 
werden (s. Michaelis und Menten, |. c.); sie hangt mit den Dissoziations- 
konstanten der optischen Antipoden durch die Beziehung 


K,.). Ky ) 


Kia.) = 2k a 
( ) { ) 


zusammen. 
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Ki.) liegt offenbar zwischen K,,, und K,_,, denn angenomn« 


nn =< 2 
dann ist 
Ki.) << Ki)-K) < Ke) 
Ke.) + Ki,)-K < 2K.) K < Ké) + Kix) Ki 
Ki.) (Ki4) + Ki) < 2K,.).Ki_, < Ki_)(K,.) + K\_)) 
; K,,).Ki_y , 
aay < Sg TE <i 


Es ist hiernach méglich, aus K,_, und K,4 ; auch K,,, zu bestimmen 


Auch die scheinbare Zerfallskonstante, k,q ), laBt sich bestimmen 
und in Beziehung zu der der optischen Modifikationen setzen. Setzt 
man die insgesamt gebildete Menge [FS] = 1, so betragt der Anteil de: 
d-Verbindung ———*—.——, der der 1-Verbindun ) 

re +e ) * 2.48 
[FS ,]/[FS_] = K,_,/K,,) sein muB. 

Da nun die d-Verbindung die Zerfallskonstante k,.,, die 1-Ver- 
bindung k,_) hat, so betragt die Hydrolysenkonstante fiir das Racemat 
K.-)-ky4) + K+). & ) 

K,.) + Ki) 


da ja 


ka, >) = 


Auch hier sieht man leicht ein, daB k, } zwischen k,,, und k 
liegen muB. 


Sind die Dissoziationskonstanten bekannt, so ist es offensichtlich 
moglich, aus k,, ), und der Zerfallskonstante der einen Modifikation die 
der anderen zu bestimmen. 


Bei unseren Untersuchungen iiber den Mechanismus der Strychnin 
wirkung auf die Menschenleberesterase' hatten wir Aktivitats-ps-Kurven 
fiir den l- und d-Methylester der Mandelsaure aufgestellt. Dabei bedienten 
wir uns der gasometrischen Methode in Warburgschen Manometern, wo 
die bei der Spaltung entstehende Mandelsaiure aus dem Bicarbonatgehalt 
der Versuchslésung eine entsprechende ('O,-Menge in Freiheit setzt. Die 
den Kurven zugrunde liegenden Punkte sind die 60-Minuten-Werte, dir 
durch graphische Interpolation aus dem zweistiindigen Spaltungsverlaut 
ermittelt wurden. Die Eigenhydrolyse wurde in besonderen Versuchen 
festgestellt und von der Gesamthydrolyse abgezogen. Die Temperatur 
betrug 27,2°. 

Gleichzeitig stellten wir mit demselben Ferment unter den gleichen 
Bedingungen die damals noch nicht mitgeteilte Aktivitats-p,-Kurve 
mit dem Racemat auf. Tabelle I gibt die erhaltenen Zahlen wieder. 
In den Abb. 1 und 2 zeigen die Kurven den |- und d, I-Ester. Die 


1 R. Ammon u. H. Fischgola, diese Zeitschr. 234, 54, 1931. 
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nm vraphische Auswertung wurde nach der ersten Methode von Michaelis 
nd Menten vorgenommen, indem die Ordinatenwerte mit einem solchen 
'aktor multipliziert wurden, daB die Tangente des Wendepunktes den 
Wert 0,576 erhalt. Dieser Faktor ist fiir die l-Kurve 0,460, fiir die 
d, l-Kurve 0,754. Die Auswertung liefert die Dissoziationskonstanten 
K._) = 10~*” und Kq ;) = 10~*”, sowie die relativen Zerfallsgeschwin- 
digkeiten k,_) = 43,5 und ky ;, = 26,6. 


Da, wie oben gezeigt wurde, 








K os | a Ki, ° K; ) 
men ” =~ ~ Ky, + Ki)’ 
Is 
men K K 10- 3,0 10> 3,35 ' 
_— Ku) = at oe. . : : 10—3,54 — 0.000288. 
setzt ) 2 K, pt Ky 1) 2. 10—3,0 — 10-3,35 
1 der : 
Die Zerfallskonstante k,,, laBt sich errechnen aus der oben ab- 
a ja geleiteten Beziehung 
k 1» K\_) ki) K, ) k, ) 
(d, ta 
V F ; K, +) K, ) 
er- daraus 
mat k =~ Kia, 1) (Ki+) + Ki) — Ki). &-) 
+) : 
Ki) 
k 26,6 (0,000 288 + 0,001) — 0,000 288 . 43,5 91.75 
k — 0,001 ne 
Tabelle I. 
tlich 
: die CO.2-Werte in emm nach Abzug der Eigenhydrolyse bei 60’ Spaltungsdauer 
me 1-Ester d, 1-Ester 
ohne Strychnin mit Strychnin ohne Strychnin mit Strychnin 
nin Ps ———_— aaa 
ven S« = S« Se E« 
wo as $3 os se as 
halt ; pail Ths ‘ , 
Die 
die 0,84 19,2 28,7 13,2 30,7 8,96 - 12,0 6,91 
lauf 0,94 20,4 27,9 12,8 32,9 9.62 17,5 10,1 
hen 1,07 -- — _- - -- 13,3 10,0 18,3 10,5 
tur 1,24 16,7 37,2 17,1 47,2 13,8 17,5 13,2 23,9 13,75 
1,54 13,0 43,0 19,8 57,5 16,8 25,0 18,8 32,0 18,45 
1,70 _ 46.5 21.4 66,0 19,3 — _ — — 
hen 1,94 11,0 43,7 20,1 66,2 19,3 27,2 20,5 34,2 19.6 
4 2,24 9,75 | 42,0 19,3 67,0 19,6 27,0 20,3 38,0 21,9 
oe 2,54 85 | 335 154 54,0 | 15,75 | 24,5 185 35,5 205 
ler. 2,84 8,0 | 250 11,5 39,75 11,6 210 158 | 308 17,75 
Die 3,24 7,3 16,5 7,6 27.5 8,04 15,0 11,3 18.5 10.65 
3,54 6,0 10,5 4,83 15,7 4.59 10,5 7,91 
4,24 - 4,0 1,84 5.5 1.61 - 
4.54 2,0 0,92 2,5 0,73 — 
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Wir erschlieBen also fiir die Konstanten der d-Ester-Ferment- 
— ‘ . + eal 3 
Verbindung die Werte K,,, = 10~*** und k,,) = 21,75. ke 
In der oben angefiihrten Arbeit iiber die Wirkung des Strychnins 
auf die Menschenleberésterase hatten wir neben den gewdéhnlichen K; 
Aktivitats-p,-Kurven der Mandelsiuremethylesterspaltung fir die 
einzelnen Modifikationen noch das Verhalten der Kurven bei einem 
konstanten Zusatz von ungefahr 0,03°% Strychninsulfat gepriift und 
gefunden, daB der Zusatz von Strychnin auf die d-Esterspaltung durch: , 
oO 


die Menschenleberesterase keinen Einflu8 ausiibt (s. Tabelle I). Die 
1-Ester-Kurve wird dagegen in dem Sinne geandert, da6 die einzelnen 
Spaltungswerte ein konstantes Vielfaches der urspriinglichen Kurve 
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betragen. Die Kurve erscheint also um einen bestimmten Faktor tiber- 
hoht ;das bedeutet aber, daB sich unter StrychnineinfluB die Hydrolysen- 
konstante erhéht, wabrend die Affinitaét des |-Esters zum Ferment 
ungeandert bleibt. 


Wir haben damals unter den gleichen Bedingungen auch den 
KinfluB des Strychnins auf die d, ]-Aktivitats-p.-Kurve studiert und 
geben nun im folgenden die erhaltenen Ergebnisse wieder : Die d, ]-Kurve 
verhalt sich ganz ebenso wie die ]-Kurve, sie wird infolge des Strychnin- 
zusatzes auch um einen konstanten Faktor iiberhéht (s. Tabelle I 


und Abb. 2). 


Die Auswertung der Kurven geschah wieder nach der ersten, Methode 
von Michaelis und Menten, die wir deshalb anwandten, weil uns wegen 
des starken Umbiegens der Kurve die Werte fiir die Kurvengipfel, 
die bei der sonst tiiblichen zweiten Methode zur Grundlage der Be- 
rechnung gemacht werden, zu unsicher erschienen. Um die Strychnin- 
kurven auf den ,,rationellen MaSstab“ zu bringen, muBten wir die 
|-Kurvenwerte mit dem Faktor 0,292, die der d, l-Kurve mit dem 
Faktor 0,576 multiplizieren. Die entsprechenden Faktoren fiir die 
|-Kurven ohne Strychnin (s. oben) betrugen 0,460 bzw. 0,754. Die 
Uberhéhung der 1-Kurve betragt also 1,58, die der d, Il-Kurve 1,31. 
Bei der Reduktion mit diesem Faktor fallen die Strychninkurven mit 
den entsprechenden ohne Zusatz praktisch zusammen. Daraus folgt: 


>Strych. r ‘ 

say ae — K,_) = 10-30, 
-Strych. ‘ = 

Kat) = Kea,» = 10-3 

und 
key: ky) = 0,460: 0,292 —= 1,58, 

Strych. ‘ai we 
i = 156.&., = 66,7, 


EET 131 kay) = 34,8. 


Aus diesen GréBen lassen sich ohne weiteres die Konstanten 
kStveb. und KSts*- bestimmen. 


KStveh. ist offenbar = K,,), da ja auch K>"ye = K,_) und 
KStrych. = Kia. ist. 
Ferner ist 
” Strych. r Strych. 
pStryeh. Ee Ki_)- Kj T Ki.) - kj 
(ij) = = > ’ 
Ki.) + Ki) 
folglich 
Beuye h. , , Strych. 
pStryeh. —_ ka, i) (Ki) 7 K, ’ K, +)° k, ) — 951 


(4) = > 
Ki_) 
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Diese Zah| 25,1 fiir kF!"%*" unterscheidet sich nur wenig von dem 
friiheren Wert 21,75, den wir fiir k,,, ohne Strychnin erhielten. bs 
ergibt sich also auch auf diesem Wege die friiher direkt experimente|| 
ermittelte Tatsache, daB das Strychnin weder auf die Affinitaét, noch 
auf die Zerfallsgeschwindigkeit der Menschenleberesterase-d-Mandc'- 
siure-Methylester-Verbindung eine nachweisbare Einwirkung hat. 

Allerdings mu8 festgestellt werden, daB sich die hier rechnerisch ev- 
mittelte Aktivitats-py-Kurve fiir den d-Ester mit den experimente'|| 
bestimmbaren Werten, die friiher gefunden wurden, nicht gut 211 
Deckung bringen laBt (Rona, Fischgold und Ammon, |. c., und Ammon 
und Fischgold, 1.c.). Doch glauben wir darauf hinweisen zu miissen, 
daB auch bei der direkten Bestimmung aus den friiher wiederholt 
erérterten Griinden (kleine absolute Umsitze, relativ hohe Figen- 
hydrolyse) die Bestimmungen mit einem erheblichen Fehler belastet 
sind. Es kénnen aber auch noch gewisse Beimengungen im d-Ester 
durch den Darstellungsweg enthalten sein, die gerade bei dem System 
Menschenleberesterase-d-Mandelsaure-Methylester die Kurvengestalt de: 
Aktivitats-p,-Kurve stérend beeinflussen; so sind gerade in der letzten 
Zeit einige Untersuchungen erschienen, die sich mit dem Reinheitsgrad 
der optisch-aktiven Mandelséuren befassen‘. 

Es ist natiirlich beabsichtigt, an einem giinstigeren System die bie: 
ausgefiihrten Berechnungen zu kontrollieren. 


Zusammenfassung. 

Die Aktivitats-ps-Kurve eines Racemats und die zugehdérige 
Gleichung haben die typische Form der Dissoziationsrestkurve bzw. 
-gleichung. Die ,,scheinbare‘‘ Dissoziationskonstante hangt mit den 
Dissozviationskonstanten der optisch-aktiven Modifikationen zusammen 
nach der Gleichung 

K, +): Ki) 
Ka,y = 25 i 
Ki.) + Ki 

Die Hydrolysenkonstante hat folgende Beziehung: 

Ki 4) - he K,_). ki) i 


k = 
ated K+) + K-) 


Die Berechnung wird an einem Beispiel, nimlich der Spaltung des 
d, 1-Methyl-Mandelats durch Menschenleberesterase mit und ohne 
Strychninzusatz, durchgefiihrt. 


1 Campbell u. Garrow, Trans. Faraday Soc. 26, 560, 1930. Ferner 
Kortiim, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 64, 1506, 1931; Campbell, ebenda 
selbst 64, 2476, 1931. 
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Zur Methodik der Milchsiurebestimmung im Muskel 
nach Mendel-Goldscheider. 


Von 
Anneliese Hansen und Otto Riesser. 


Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der 
Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1932.) 


Vor kurzem hat Matakas! in dieser Zeitschrift eine Mitteilung 
gebracht, in der es in Abrede gestellt wurde, daB die Milchséure im 
Muskel nach der kolorimetrischen Methode von Mendel-Goldscheider 
bestimmt werden kénne, wie es Hansen, Nagaya und Riesser® vor 
einigen Jahren beschrieben haben. 

Seit unserer damaligen Veréffentlichung ist von uns selbst und 
einer gréBeren Zah] von Mitarbeitern die Methode in vielen Hunderten 
von Analysen mit bestem Erfolg angewandt worden. Die Erfahrungen, 
die wir dabei sammelten, sollten ohnehin demnichst veréffentlicht 
werden. Dies mag nun zugleich mit der notwendigen Erwiderung auf 
die Ausstellungen von Matakas geschehen. 

Noch immer ist die Bestimmung der Milchséure in Geweben und 
insbesondere im Muskel eine Aufgabe, deren voll befriedigende Lésung 
noch nicht gelungen ist. Tatsachlich kann keine der zahlreichen bisher 
beschriebenen Methoden den Anspruch erheben, daB sie die wirklich 
im Gewebe vorhandene Milchsaéure mit Sicherheit erfaBt, allein schon 
aus dem Grunde, weil letzthin allemal eine Oxydation der Milchsaure 
zu Aldehyd erforderlich ist. Es ist aber nicht erwiesen, daB das, was 
schlieBlich als Aldehyd bestimmt wird, auch wirklich Acetaldehyd ist, 
und wenn ja, ob er ausschlieBlich aus Milchsiure stamme. Dazu kommen 
technische Schwierigkeiten, die allen bekannten Milchséuremethoden 
in mehr oder weniger erheblichem MaBe eigen sind. 


Zunachst mu8 wohl kurz auf die erwahnte Arbeit von Matakas ein- 
gegangen werden, soweit sie sich mit der Kritik der von uns angewandten, 


1 Matakas, diese Zeitschr. 289, 417, 1931. 
2 Hansen, Riesser u. Nagaya, ebendaselbst 196, 301, 1928. 
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auf den Untersuchungen von Mendel und Goldscheider! beruhenden Method: 
befaBt. Leider bietet der Text der Arbeit dem Verstandnis eine Anza} 
nicht itiberwindbarer Schwierigkeiten, so daB wir uns auf das beschranke: 
miissen, was uns klar erscheint. Der Verfasser setzte sich zunachst zum Zie! 
die Titrationsmethode (hierunter versteht er die von Hirsch-Kauffmanyn 
angegebene) mit der kolorimetrischen von Mendel-Goldscheider bei gleiche: 
Art der EiweiBfallung zu vergleichen. Als solche sollte die Metaphosphat 
methode gewahlt werden. Es wird aber nichts iiber diese Versuch, 
berichtet, sondern es werden sechs Experimente wiedergegeben, in denen 
von zwei Parallelmuskeln (offensichtlich Gastrocnemien) der eine nach 
Schenck mit Sublimat und Salzsiure behandelt und sodann weiter nac} 
Hirsch-Kauffmann verarbeitet wird, wihrend bei dem anderen Muskel nac}; 
EnteiweiBung mit Metaphosphorséure die Bestimmung kolorimetrisc}; 
erfolgt. Die zu untersuchenden Muskeln wurden vorher verschieden lang: 
Zeit, und zwar bis zu 10 und 12 Stunden, in Ringerlésung belassen. Unter 
welchen Bedingungen und aus welchen Griinden dies geschah, ist nicht 
angegeben, obwohl es nicht gleichgiiltig ist. Verschieden, aber in jedem 
Doppelversuch gleich, war auch die Zeit der Einwirkung des EnteiweiBungs 
mittels. 


Hier mu8B zunachst gesagt werden, daB es angesichts der keineswegs 
immer sehr guten Ubereinstimmung im Milchsdéuregehalt zweier Paralle! 
muskeln nicht richtig ist, zwei verschiedene Methoden der Bestimmung an 
zwei verschiedenen Muskeln zu vergleichen. Hierfiir ist geeigneter die Wah! 
zweier Proben desselben Muskelgemisches. Es zeigt sich nun weiterhin. 
daB von den sechs Versuchen der Matakasschen Arbeit vier eine teils ge- 
niigende, teils, angesichts der Wahl von zwei Muskeln, voéllig ausreichende 
Ubereinstimmung der mit beiden Methoden gefundenen Milchsaurewerte 
aufweisen. Dagegen liegen die Abweichungen im ersten Versuch und vor 
allem im zweiten weit auBerhalb der zulassigen Grenzen. Diese beiden 
Versuche sind es, auf Grund derer der Verfasser die von Hansen, Nagaya 
und Riesser in 19 Versuchen gefundene befriedigende Ubereinstimmung der 
mit den beiden Methoden gefundenen Werte widerlegen méchte. Matakas 
halt die in seinen Fallen mit der kolorimetrischen Methode gefundenen 
héheren Werte fiir falsch, die nach Hirsch-Kauffmann von ihm gefundenen 
niedrigeren fiir richtig, was natiirlich eine willkiirliche Entscheidung ist. 
Dieses Urteil scheint durch Ausfiihrungen am SchluB der Arbeit erklart 
zu werden, in denen Matakas darauf hinweist, daB unsere, allerdings sowohl 
nach Hirsch-Kauffmann als nach Mendel-Goldscheider gefundenen Werte 
fiir den Milchsaéuregehalt ruhender Temporarienmuskeln ungewohnlich hoch 
seien. Mit dem Wert von durchschnittlich 0,15°% lagen sie so erheblich 
iiber den sogenannten ,,Anfangswerten‘‘ von Meyerhof und anderen, daB 
sie nicht richtig sein kénnten. Unser ausdriicklicher Hinweis, da8 wir die 
Muskeln ohne Kiihlung zerschnitten, und da8 es uns gar nicht auf niedrige 
Anfangswerte ankam, sondern lediglich auf den Vergleich der beiden 
Methoden an ein und demselben Material, halt Matakas nicht fiir ausreichend. 
Wenige Zeilen spiter stellt er aber selbst fest, daB Zerschneidung der Muskeln 
vor dem Einbringen in eisgekiihlte Salzsiure die Milchséurewerte stark 
erhéht, was sehr wohl bekannt ist. Im iibrigen liegen die Milchsaure 


1 Mendel u. Goldscheider, diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
® Hirsch-Kauffmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 25, 1924. 
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werte der Versuche von Matakas ebenfalls meist iiber 0,1°,, und erreichen 
und iiberschreiten sogar 0,2 ° . 

Wahrend wir es nicht fiir nétig erachten, uns mit diesen zur Kritik 
der Methode nicht zulanglichen Versuchen eingehender zu beschaftigen, 
yibt eine Bemerkung von Matakas AnlaB zu einer grundsatzlichen Be- 
trachtung. Es handelt sich um den sogenannten Anfangswert der Milch- 
sdure im ruhenden Muskel. Auch Meyerhofs Schiller Rothschild hat 
in einer Besprechung der Analysen von Nagaya* dessen hohe Milch- 
siureruhewerte bemangelt und sie auf unpflegliche oder unvorschrifts- 
maBige Behandlung der Muskeln zuriickgefiihrt. In der Tat finden 
Meyerhof und viele andere Forscher einen ,,Anfangsgehalt‘‘ von 0,02 
bis 0,05°,, allenfalls auch noch bis 0,07°%,. Wir kénnen das vollauf 
bestétigen. Aber die Voraussetzung fiir diesen Befund ist, daB es sich 
entweder um Winterfrésche oder um solche Tiere handelt, die langere 
Zeit im Eisschrank aufbewahrt wurden. Allerdings muB betont werden, 
daB selbst unter diesen Voraussetzungen wesentlich héhere Werte 
keineswegs so selten sind, wie es nach den Angaben der Meyerhofschen 
Schule den Anschein hat. Immerhin trifft es fiir die Mehrzah] der in 
der geschilderten Art vorbehandelten Tiere zweifellos zu. Dagegen 
findet man bei frisch aus dem Teich entnommenen und nicht vorher 
abgekiihlten Sommertieren, insbesondere bei Temporarien, sehr haufig, 
ja sogar meistens sehr viel héhere Werte, die mitunter 0,2°, erreichen. 
Dies auch dann, wenn man die frisch entnommenen Muskeln mit fliissiger 
Luft behandelt. Wir verfiigen tiber sehr zahlreiche Befunde dieser 
Art. Darf man nun derartige hohe Werte bei vollkommen gesunden 
und lebensfrischen Sommertieren als ,,falsch‘’ oder gewissermaBen 
verdachtig bezeichnen? Wir glauben, daB das eine irrige Einstellung 
ist. GewiB ist es fiir viele Versuche zweckmaBig, wenn man vorher die 
Milchsdurewerte méglichst tief herunterdrickt, aber es ware durchaus 
willkiirlich, wenn man deshalb die hohen Milchséurewerte nicht vor- 
behandelter Sommerfrésche als anormal oder ,,falsch“ bezeichnen 
wollte. Sie sind genau so normal und so ,,richtig“‘ wie die niedrigen 
Werte der Winterfrésche oder der kiinstlich abgekiihlten, ja im biologi- 
schen Sinne normaler als die letztgenannten. Wohl findet man bei 
kranken oder geschadigten Tieren oft hohe Milchsiurewerte, aber 
das Umgekehrte ist darum nicht richtig. Wenn man also aus praktisch- 
technischen Griinden im gegebenen Falle niedrige Anfangswerte vorzieht, 
so darf man solche nicht als die allein richtigen bezeichnen, und man 
sollte besser von ,,Kaltewerten“ als von ,,Anfangswerten“ schlechthin 
sprechen. Fiir die grundsatzlichen Fragen des Muskelstoffwechsels 


1 ©. Rothschild, diese Zeitschr. 222, 21, 1930. 
2 Nagaya, Pfliigers: Arch. 221, 720, 1928. 
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darf es nicht ausschlaggebend sein, ob man mit milchséiurearme: 
kinstlich abgekihlten Tieren oder mit lebensfrischen, milchsaur 
reichen, vollkommen gesunden Sommerfréschen arbeitet. 

Nun zu unseren eigenen Versuchen. 

Wir haben im Laufe der vergangenen 5 Jahie die kolorimetriscl 
Methode in jedem einzelnen ihrer Teilvorgange wiederholt iiberpriift 
in immer neuen Variationen der Versuchsbedingungen. Nur einiges 
Wichtigere daraus soll hier wiedergegeben werden, soweit es geeignet 
ist, der Kritik der Methode zu dienen. ; 

Wir haben schon in unserer friiheren methodischen Arbeit div 
im allgemeinen recht befriedigende Ubereinstimmung dargetan, di 
sich zwischen den nach Hirsch-Kauffmann gefundenen Werten und den 
nach der kolorimetrischen Methode erzielten ergibt. Seither haben wi) 
die Methode von Hirsch-Kavffmann durch die von Lehnhartz beschriebene 
Modifikation des Fiirth-Charnass-Verfahrens! ersetzt, weil sie es ge 
stattet, mit erheblich geringerem Ausgangsmaterial zu arbeiten. Aller- 
dings kénnen wir, in Bestaétigung ahnlicher Einwainde von Meyerhoj, 
nicht zugeben, daB diese Modifikation es gestattet, Milchsiuremengen 
von 0,1 mg und gar darunter zuverlissig zu bestimmen, wie es Lehn- 
hartz angibt. Schon der Versuch, jodometrische Bestimmungen mit 
Verdiinnungen von n/500 oder gar n/1000 Jod zu machen, erscheint 
uns aussichtslos. Als unterste eben noch zulassige Grenze fiir diese 
Bestimumng méchten wir 0,3 mg Milchséure angeben, wahrend 0,5 mg 
als wirklich zuverlaissig bestimmbar erscheinen. 

Auch das Verfahren nach Lehnhartz ist natiirlich noch keineswegs 
vollkommen. Embden und Lehnhartz? selbst haben auf die groBe Vorsichit 
hingewiesen, die beim Destillieren des Oxydationsgemisches erforderlich 
ist. Tatséchlich muB es streng vermieden werden, daB die Erhitzung zu 
hoch wird, was regelmaBig dann eintritt, wenn die zur Destillation be- 
nutzte Flamme relativ groB ist im Vergleich zu der das Destillationsgefib 
schitzenden Asbestplatte. Zu welch groBen Fehlern grobe Verstébe 
gegen diese Regel fiihren, kann man aus den Versuchen der Tabelle | 
ersehen. Danach kann man sich vorstellen, was die Methode in de1 
Hand eines Ungeiibten ergeben kann. 

Die von Matakas aufgeworfene, aber anscheinend nicht gepriifte 
Frage, ob man fiir das Verfahren nach Fiirth-Charnass auch die Ent- 
eiweiBung mit Metaphosphorsiure verwenden darf statt der weit mehi 
Zeit beanspruchenden und umstindlicheren Fallung nach Schenck, 
haben wir gepriift. Zunachst wurden Versuche mit reinen Lactat- 
lésungen gemacht, die im Kubikzentimeter 0,6 mg Milchsaure ent- 


2 


1 BE. Lehnhartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 1, 1928. 
Imbden, ebenda 148, 297, 1925. 
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Tabelle I. 


Versuche tiber den Einflu8 der Erhitzungsart bei der Bestimmung der 
Milchséure nach Furth-Charnass. Reine Lactatlésung, 0,3 mg Milchsaure. 








a) GroBe Gasflamme, b) Kleine Gasflamme, 
kleine Asbestplatte grobe Asbestplatte 
Fehler Fehler 
mg ng 
0 0 
0.209 30.3 0,326 + 8,7 
0,146 51,3 0,252 16,0 
0,125 58,3 0,265 11,7 
c) Grobe Gasflamme, d) Kleine Gasflamme 
grofie Asbestplatte kleine Asbestplatte 
Fehler Fehler 
mg mg 
0,286 4.7 0,276 8 


hielten. Bei direkter Destillation einer 0,6 mg Milchséure enthaltenden 
reinen Lactatlésung erhalt man, wie Tabelle II zeigt, nach Fiirth- 
Charnass durchschnittlich einen Fehler von - 5,3°%. 


Tabelle I]. 


Milchséurebestimmung an reiner Lactatlésung. 1 cem 0,6 mg Milchséure. 
Direkte Bestimmung nach Fiirth-Charnass ohne Zusatz. 





a Fehler 
Gefunden: 0,549 8.5 
0,564 — 6,0 

0,586 2,3 

0,556 7,3 

0.524 12,7 

0,528 12,0 

0,584 2,7 

0,596 0,7 

0,600 + 0,0 

0,528 12,0 

0.576 4.0 

0,622 3,7 

0.582 3,0 

Mittel: 0,568 5,3 


Destilliert man nach Zusatz von | ccm einer 5% igen Metaphosphat- 
lésung, was der von uns zur EnteiweiBung benutzten Menge genau 
, 31* 
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Tabelle Ill. 


Bestimmungen an reiner Lactatlésung mit und ohne Zusatz von 
Fallungsmitteln. 1 ccm 0,6 mg Milchsaure. 


A. Methode von Fiirth-Charnass. 


1. Zusatz: Metaphosphorsaure. 





a) Ohne Kupfer-Kalkfallung 


Fehler 


mg . mg 
0,608 +1 0,512 
0.591 1,5 0,512 
0,538 

0,531 
0,502 


2. Zusatz: Sublimat-Salzsaure (Schenck). 


b) Mit Kupfer-Kalkfallung 


Fehler 


— 14,7 
14,7 
10,3 

— 11,5 
16,7 





a) Okne Kupfer-Kalkfallung 


b) Mit Kupfer-Kalkfallung 


Fehler Fehler 

mg “ mg 
0,579 3,5 0,614 +23 
0.588 2.0 0,570 — 5,0 
0,555 7.5 
0,545 9,2 


B. Methode nach Mendel-Goldschetder. 


Zusatz: Metaphosphorsaure. 





a) Ohne Kupfer-Kalkfallung b) Mit Kupfer-Kalkfallung 





Fehler . Fehler 
mg mg 
0 0 0 
0,578 — 3,7 0,501 — 16,5 
0,564 — 6,0 0,501 16,5 
0,573 —45 0,501 — 16.5 
0,631 + 5,0 0,501 16,5 
0,525 12,5 


entspricht, in der iiblichen Weise mit Permanganat, so wird, wie die 
Tabelle III zeigt, die Ausbeute nicht beeintrachtigt. Fiigt man abe: 
auch Kupfersulfat und Calciumhydroxyd hinzu, wie es bei den Muskel 
analysen zur Beseitigung der Kohlenhydrate nétig ist, und zwar natirlich 
wiederum in den gleichen Mengen wie bei der Muskelanalyse wblich. 
dann wird die Ausbeute erheblich schlechter (durchschnittlich — 14°, 
Es handelt sich wohl um Verluste durch Adsorption an den Niede1 
schligen, wobei die Metaphosphorséure besonders ungiinstig wirkt 
Denn beim Schenckschen Verfahren, also bei der Fallung des Eiweibes 
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uit Sublimat und Salzsdure, macht Zusatz von Kupfersulfat und 
Calciumhydroxyd zu der zuvor neutralisierten Lésung keine Minderung 
ler Ausbeute. Deswegen glauben wir im metaphosphathaltigen Nieder- 
chlag die Ursache der verringerten Ausbeute an Milchséure sehen 
u sollen. 


Die Milchsdurebestimmung nach Mendel-Goldscheider in reiner 
Lactatlésung gibt ebenso gute Werte wie die Bestimmung nach Fiirth- 
Charnass, wenn man ohne Zusatze oder nur bei Gegenwart von Meta- 
phosphorséure arbeitet. Fiigt man aber auBer Metaphosphorsiure 
auch Kupfersulfat und Calciumhydroxyd in der bei der Muskelanalyse 
iiblichen Menge vorher hinzu, dann wird die Ausbeute in vielen Analysen 
recht erheblich beeintrachtigt und kann bis auf 84%, sinken (— 16°). 
Hierbei spielt wohl eine Rolle, daB bei der Vorschrift von Mendel- 
Goldscheider auf je 5ccem Flissigkeit 1g Calciumhydroxyd kommt, 
wahrend beim Verfahren nach Fiirth-Charnass bzw. Lehnhartz etwa die 
gleiche Menge sich auf 50 ccm verteilt. In dem dicken Brei, der sich 
beim ersten Verfahren bildet, wird die Milchsaéure offensichtlich staérker 
zuruckgehalten. Wir haben versucht, ob man durch Verminderung der 
Kupfer- und Kalkzusatze, soweit sich das mit der Aufgabe der Be- 
seitigung der Kohlenhydrate vereinigen ]4Bt, bessere Ergebnisse er- 
halten kann, haben aber keine ganz eindeutigen Ergebnisse erzielt. 
Wir miissen auch ausdriicklich darauf hinweisen, daB die Verluste 
an Milchsaéure trotz vollkommen gleicher Versuchsbedingungen keines- 
wegs immer so groBe sind wie in den erwahnten extremen Fallen, ohne 
da8& wir den Grund fir diese Verschiedenheiten angeben kénnten. 


Weitere Versuche sind mit Muskelbret gemacht worden, von dem 
jeweils gleichzeitig verschiedene Proben mit den verschiedenen Methoden 
angesetzt wurden. Auch in diesen Versuchen haben wir keineswegs auf 
niedrige Anfangswerte besonderen Wert gelegt, doch ist durchweg mit 
fliissiger Luft gearbeitet worden. 

Wie die Tabelle IV zeigt, stimmen die mit verschiedenem Ent- 
eiweiBungsverfahren, aber mit der gleichen Methode (Lehnhartz) aus- 
gefiihrten Parallelversuche nicht durchweg befriedigend miteinander 
iiberein, wobei die héheren Werte das eine Mal bei der Schenckschen 
Fallung, das andere Mal bei der MetaphosphorsaéureenteiweiBung 
liegen. Die gleichzeitig angesetzten Proben nach Mendel-Goldscheider 
stimmen das eine Mal] besser zu der einen, das andere Mal zu der anderen 
Modifikation des Lehnhartz-Verfahrens. 


Wenn man es als gegeben betrachtet, daB die Ubereinstimmung 
der mit der titrimetrischen (nach Lehnhartz) und der kolorimetrischen 
Methode erhaltenen Werte zwar meist, aber nicht durchweg so be- 
friedigend ist, wie wir es in unseren friiheren Versuchen, bei Anwendung 








478 





A. Hansen u. O. Riesser: 


Tabelle IV. 


Milchsaéurebestimmung im Froschmuskel. 





I. Ftirth-Charnass 


Il. Mendel- 


Nr. a) Fillung nach Schenck ») Fallung mit Metaphosphorséure (Goldscheider 
0 . 0 0 0 
1 || 0,1372)\ sien 0,1662 | 19, 0,1556 ron || 0,1592 
0.1710) 91566 0.1580) 91621 91616) 91586 
2. 0,2011 9 0.1957) 9 0.1514 
0.1996} 9200 0.1806) 021992 
30,1754) _ 0.1355 on 0,1301 
0.1636 | 91695 01169} 21262 
4 | 01347 0,1538) 9 40: 0,1288 
0,1705| 91622 
5 0,1121 01247 
6 0.0214 0.0303 
70,0453) a 0,0460 
0,0492| 0,0472 
80,1487) 4 aro 0,1469 
0.1561 | 91924 
9 0,1805) 0,1815 (Arbeits- 0,1937) 
01825} ° muskel) 0.1871) 919% 
10 0,0936) 0,0862) 9 penx 
0.1000 9968 0,0895 | 90879 
11  0,1928) 0,1995 (Arbeits- 0,1412) 9 1469 
0,2061 | muskel) 015%) "= 
12 0,1445 0,1180) a 
0.1444 0.1193) 91187 


der Methode von Hirsch-Kauffmann, fanden, so erhebt sich die Frage, 
welche Methode nun eigentlich die ,,richtigeren“ Werte ergibt. Diese 
Frage 14Bt sich leider nicht beantworten. Die Ubereinstimmung bei 
Verwendung reiner Lactatlésungen ist dabei nicht maBgebend. Denn 
niemand kann wissen, wie groB der wirkliche Milchséiuregehalt de1 
Muskeln ist, da ja, wie wir oben auseinandersetzten, alle Methoden 
mit erheblichen Unsicherheitsquellen behaftet sind. Wenn wir bei de: 
Mendel-Goldscheiderschen Methode mitunter niedrigere Werte erhalten 
als nach Lehnhartz, so mag das an den gréBeren Adsorptionsverlusten 
im ersteren Falle liegen. Die weit iiberwiegenden, gut iiberein- 
stimmenden Analysen zeigen aber, daB die Fehler der beiden Methoden 
sich mindestens sehr haufig gegenseitig ausgleichen. So wie die Dinge 
heute liegen, muB man zufrieden sein, wenn die angewandten Ver- 
fahren mit reinem Lactat gute Werte liefern und wenn sie am Muskel- 
material tadellose Doppelanalysen ergeben. Fiir den Vergleich de 
Werte unter wechselnden Bedingungen — und darauf kommt es ja 
meist mehr an als auf Genauigkeit der absoluten Werte — werden solche 
Methoden geniigen und geniigen miissen 
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Die Methode yon Mendel-Goldscheider hat einige sehr groBe Vorteile 
segeniiber den sonst gebrauchlichen, besonders gegeniiber dem Ver- 
ihren von Firth-Charnass und den von ihm abgeleiteten. Das ist 
inmal ihre groBe Empfindlichkeit, die es gestattet, absolute Milchsaure- 
mengen von hundertstel, ja tausendstel mg exakt zu bestimmen, dann 
die Schnelligkeit der Analyse, die besonders fiir Serienbestimmungen 
ingenehm ist. Endlich ist die Ubereinstimmung der Doppelanalysen 


stets ganz ausgezeichnet. 


Leider hat diese bestechend schéne Methode eine Stelle, die uns 
die allergr6éBten Schwierigkeiten machen kann. Wir erfuhren das 
selbst zuerst, als wir nach zweijihriger ununterbrochener Bewahrung 
des Verfabrens die Bestimmungen in einem anderen Institut wieder 
aufnahmen und nun wochen-, ja monatelang vollkommen unbrauchbare 
Werte erhielten. Es war nicht einmal méglich, mit reinen Lactatlésungen 
konstante Farbungen zu erzielen, und an die Herstellung ¢iner neuen 
Kichkurve war tiberhaupt nicht zu denken. Trotz peinlichst gleichen 
Arbeitens kamen immer wieder die grébsten Abweichungen vor, selbst 
innerhalb der gleichen Versuchsreihe. Es ist nicht unsere Absicht, 
die Geschichte unserer aufreibenden Bemiihungen, dieser unerklar- 
baren Schwierigkeiten Herr zu werden, hier wiederzugeben. Es wurde 
jeder einzelne Punkt des Analysenganges nach allen Richtungen in 
immer neuen Ansatzen durchgepriift, Reagenzien, Zeiten, Temperaturen, 
Glassorten usw., ohne daB es gelang, den Fehler zu finden. Bis dann 
eines Tages mit dem Eintreffen einer neuen Sendung konzentrierter 
Schwefelséure die Schwierigkeiten auf einen Schlag behoben waren, 
worauf dann wieder fiir viele Monate alles tadellos und gleichmabig 
verlief. 

Auch von anderen Seiten tauchten ahniiche Klagen auf; manche 
kamen tberhaupt von vornherein zu keinem brauchbaren Ergebnis. 
Weniges davon ist publiziert worden, zumal andere wieder niemals 
irgendwelche Stérungen hatten. Versuche von Mendel! selbst sowie 
von Fuchs*, durch gewisse Abanderungen und VorsichtsmaBnahmen 
der Unsicherheiten Herr zu werden, waren nur scheinbar erfolgreich. 
Die Hilfsmittel dieser Autoren versagten in unserer Hand vollkommen. 
Noch jiingst glaubte Brentano’ eine Fehlerquelle in dem nicht geniigend 
langen Erhitzen der Proben mit Schwefelsiure gefunden zu haben; 
wir glauben nach unseren Erfahrungen nicht, daB es sich dabei um den 
entscheidenden Faktor handelt. 


1 Mendel, diese Zeitschr. 202, 390, 1928. 
2 H. J. Fuchs, ebendaselbst 217, 404, 1929. 
3 Brentano, erscheint in Schmiedebergs Archiv. 
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Wir haben in Korrespondenz mit Herrn Dr. Bruno Mendel sowi 
mit der Firma Schering-Kahlbaum, die eine besondere konzentriert: 
Schwefelsaure fiir die Bestimmung der Milchséure nach Mendel-Gold 
scheider in den Handel bringt, versucht, den Fehler aufzudecken, und 
die Ursache seines sporadischen Auftretens. DaB er in der Beschaffenheit 
der Schwefelsaéure zu suchen ist, kann kaum bezweifelt werden. Es 
liegt aber nicht etwa an minimalen Schwankungen der Konzentration 
was ja angesichts des Ganges der Analyse ohnehin vollig unwahrschein 
lich ist, obwohl Mendel darauf so groben Wert legt. Wir haben 
uns davon iiberzeugt, daB innerhalb gar nicht enger Grenzen geringe 
Verdiinnungen der Schwefelséure ohne jeden EinfluB auf das Ergebnis 
sind. Wir glauben vielmehr, daB der Nitritgehalt der Schwefelsiure 
eine wesentliche Rolle spielt. Aber nicht in dem Sinne von Mendel- 
Goldscheider, wonach nur eine vollig nitritfreie Schwefelsiure brauchba: 
ist, sondern umgekehrt insofern, als ein bestimmter weder zu hohe: 
noch zu niederer Nitritgehalt Voraussetzung fiir das Gelingen der 
Farbreaktion ist. In der Tat handelt es sich ja um einen Oxydations- 
vorgang! Wir haben in den ersten 2 Jahren mit einer gewéhnlichen 
konzentrierten Schwefelsiure pro analysi von Kahlbaum ausgezeichnete 
und absolut konstante Ergebnisse gehabt. Erst eine neue, offenbar 
nach Mendels Vorschrift besonders sorgtaltig nitritfrei gemachte Saure 
versagte ebenso wie die nitritfreie Mercksche Saure. Man kann sich 
leicht davon tiberzeugen, daB eine ,,schlechte‘‘ oder ,,unbrauchbare* 
Saure durch Zusatz einer Spur von Nitrit eine starke Farbreaktion bei 
der Milchséurebestimmung erméglicht. 


Wir halten es fiir durchaus unzulassig, daB iiber die Zusammen- 
setzung der eigens fiir die Bestimmung nach Mendel-Goldscheider in 
den Handel gebrachten Saure nichts angegeben wird; vielleicht wissen 
die Hersteller selbst nicht, worauf es ankommt. So lange aber dieser 
unkontrollierbare Faktor besteht und nicht aufgedeckt und ausge- 
schaltet ist, und so lange es gewissermaBen mehr oder weniger Gliicks- 
sache ist, daB man die ,,richtige“‘ Schwefelsiure in die Hand bekommt, 
so lange haftet der sonst so schénen und brauchbaren Methode ein 


Makel an. 


Um vor unliebsamen Uberraschungen sicher zu sein, haben wir 
seit Jahren die Vorsicht geitibt, daB wir zu jedem Ansatz einer Be- 
stimmung zwei verschiedene Proben einer Standard-Lactatlésung 
ansetzen und uns davon iiberzeugen, daB die gefundenen Werte nach 
wie vor ganz genau zur Eichkurve stimmten!. AuBerdem haben wir 
bei jeder neuen Schwefelsdurelieferung oder Erneuerung der Veratrol- 


1 Kolorimetrie mit Farbkeil nach Autenrieth-Kénigsberger. 
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sung jedesmal eine neue Eichkurve mit reinem Lactat gemacht, die 
iabei sehr haufig eine etwas andere Lage hatte als die zuvor geltende. 
Halt man diese Vorsicht ein, kontrolliert man vor allem Tag fiir Tag 
ind bei jeder Analyse die Eichkurve mittels der Standardlésungen, 
lann ist man allerdings vor Uberraschungen vollkommen gesichert und 

darf sich auf die Analysen verlassen. Gegeniiber Bestimmungen, bei 
denen diese standige Kontrolle nicht ausgeiibt wird, méchten wir eine 
vewisse Skepsis fiir ratsam halten. 

Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, daB die kolorimetrische 
Bestimmung der Milchséure im Muskel nach Mendel-Goldscheider, wie 
wir sie angegeben haben, zuverlassige Resultate gibt, unter der Voraus- 
setzung einer standigen Kontrolle durch Standardlésungen. Eine 
unbedingte Empfehlung des Verfahrens zur allgemeinen und _ regel- 
maBigen Benutzung méchten wir uns solange versagen, bis die Frage 
der Zusammensetzung der fiir die Analyse brauchbaren konzentrierten 
Schwefelsaéure in einer wissenschaftlich einwandfreien Weise geklart ist. 











Autorenverzeichnis. 


Ammon, R. s. H. Fischgold. 

Asher, Leon. Beitrage zur Physiologie 
der Driisen. Nr.126 Die Aus- 
scheidung von Kreatinin und Farb- 
stoffen bei Diuresen unter méglichst 
physiologischen Bedingungen. Von 
E. Descombes. 8S. 59. 

Baere, L. J. Del. Uber den Mechanis- 
mus der Blutgerinnung. 8. 38. 
Banga, I. und A. Szent-Gyérgyi. Uber 

Co - Fermente, Wasserstoffdona- 


toren und Arsenvergiftung der 
Zellatmung. 3S. 203. 


Berend, N. Uber die Rolle der stark 
ungesattigten Fettsauren im Orga- 
nismus. SS. 117. 

Descombes, E. s. Leon Asher. 

Fischgold, H. und R. Die 
Aktivitats-ps-Kurve bei der fer- 
mentativen Racematspaltung. 
S. 463. 

Fodor, A. und L. Frankenthal. ¥ort- 
gesetzte Studien iiber die Atmungs- 
vorgange in Erbsen- und Getreide- 

IX. Mitteilung von A. Fo- 


Ammon. 


samen. 
dor und Mitarbeitern: Uber die 
Rolle des Hefekochsaftes. Oxy- 
diertes Carotin als Wasserstoff- 
akzeptor. SS. 414. 

Frank, G. und S. Salkind. FEinige Be- 
merkungen zur Arbeit von 
M. Moissejewa: ,,Zur Theorie der 
mitogenetischen Strahlung*. 
S. 247. 

Frankenthal, L. s. A. Fodor. 

Friza, Franz. Zur Kenntnis des 
Conchiolins der Muschelschalen. 


S. 29. 


A 


Zellkernstudien. I. Unt: 
liber die Hefenuclei: 
Alkaloidsalze, ihr 
und ihr Puri: 
Leipert und 


Fiirth, O. 
suchungen 
saure. Ihre 
Reindarstellung 
gehalt. Von T. 
T. Kurokawa. SS. 1. 

Gemmill, Ch. L. Uber den Tatigkeits 
stoffwechsel in  kohlenhydrat 
armen Kaltbliitermuskeln. S. 314 

Gorcica, H. J. s. L. M. Pruess. 

H.C.s. L. M. Pruess. 

A. und L. Gurwitsch. Di 


mitogenetischen 


Greene, 
Gurwitsch, 
F ortleitung 
Effektes in Lésungen und die Bi 
ziehungen zwischen Ferment 

tatigkeit und Strahlung. SS. 217 
Die mitogenetische Spektra 

analyse. IV. Mitteilung: Das 

mitogenetische Spektrum det 

Nucleinsiurespaltung. S. 124. 

Gurwitsch. 

und Otto Riesser 

der Milchsaéur 
bestimmung im Muskel nach 
Mendel-Goldscheider. 8S. 471. 

Hermann, Sieqwartund Paul Neuschi 
Milchsaéure- und _ Brenztraube: 
saure-Abbau durch Essigbakterie: 
S. 446. 

Hofer, Betty. Chemische Unte 
suchungen iiber die Erregung des 
Nervus accelerans unter dem Ei: 
fluB von Wasserstoffionen und 
kapillaraktiven Substanzen. S. 4) 

Jirgensons, Br. Uber die optische 
Aktivitaéat und Koagulation d 
Abbauprodukte des Caseins. 
S. 219. 


des 


Me 


Gurwitsch, L.s. A. Ma 


Hansen, Anneliese 


Zur Methodik 








Autorenverzeichnis. 


Kaufmann, C. s. O. Miihlbock. 

Kulikow, I. W. und S. W. 
Untersuchungen auf dem Gebiete 
der Indikatoren. I. Mitteilung: 
8-Dinitrophenol. §. 87. 
und A. G. Pukirew. Untersuchun- 
gen auf dem Gebiete der Indika- 
toren. II. Mitteilung: Jodeosin. 
S. Fz. 

Kurokawa, T. s. O. Fiirth. 

Leipert. T. s. O. Fiirth. 

Fritz. Der 
Punkt des denaturierten 
nogens. SS. 182. 

Der isoelektrische Punkt des ge- 
nuinen Fibrinogens. 5S. 164. 
Untersuchungen an einem Bence- 
Jones-Protein. I. Mitteilung: Der 
isoelektrische Punkt des genuinen 
Bence-Jones-Proteins in Puffer- 
lésungen. S. 134. 
Untersuchungen an einem Bence- 
Jones-Protein. II. Mitteilung: Der 
isoelektrische Punkt des genuinen 
Bence-Jones-Proteins in starken 
Sauren und Basen. 5S. 149. 
Untersuchungen an einem Bence- 
Jones-Protein. Ill. Mitteilung: 
Der isoelektrische Punkt des dena- 
turierten Bence-Jones- Proteins. 
S. 156. 

Malkov, A. M. und Natalie Zwetkova. 
Uber die Rolle der Phosphate in 
Oxydationsprozessen. S. 191. 

Matsumoto, Buichiro. Mikromethode 
zur Harnstoffbestimmung in tieri- 
schen Fliissigkeiten, besonders im 
Blute. 8S. 383. 

Meyerhof, O. Uber die Abtrennung 
des milchsaéurebildenden Ferments 
aus Erythrocyten. S. 249. 

. W. Méhle und W. Schulz. Uber 
die Reaktionsanderung des Muskels 
im Zusammenhang mit Spannungs- 
entwicklung und chemischem Um- 

S. 285. 


Panowa. 


isoelektrische 
Fibri- 


Mainzer, 


satz. 


483 


Mohle, W. s. O. Meyerhof. 

Miihlbock, O., C. Kaufmann und 
H. Wolff. Eine nephelometrische 
Mikromethode zur Bestimmung 
des Cholesterins. SS. 229. 

Neuschul, Paul s. Siegwart Hermann. 

Nordbé, R. Mikro-Calciumbestimmung 
im Blute. §. 460. 


Osuka, Tomiji. Uber die Beein- 
flussung des Kohlenstoff- und 
Oxydationsquotienten des Harns 


durch enterale Zufuhr von Amino- 

S. 104. 

W.s. 1. W. Kulikow. 

W. H.s. L. M. Pruess. 

Pruess, L. M., H. J. Gorcica, H. C. 
Greene und W.H. Peterson. Wachs- 

und Steringehalt 
Schimmelpilze. 8S. 401. 

Pukirew, A. G.s. I. W. Kulikow. 

Physikalisch-chemi- 


sauren. 
Panowa, S. 
Peterson. 


gew isser 


tum 


Remesow, Igor. 


sche Untersuchungen iiber den 
kolloidalen Zustand von Chole- 
sterin, Cholesterinester und Leci- 


thin. VI. Mitteilung: Die katalyti- 

schen Eigenschaften Chole- 

S. 431. 

Riesser, Otto s. Anneliese 

Salkind, S. s. G. Frank. 

Schulz, W.s. O. Meyerhof. 

Szent-Gyorqgyi, A. s. I. 

Vargha, L. v. Uber die .,Antiglyoxa 
lase‘*‘ des Pankreasgewebes. 8.215. 

Vietorisz, K. Uber die biochemischen 
Leistungen zerkleinerten Rous 
Sarkomgewebes nach seiner Filtra- 
tion. S§. 217. 

Windisch, Fritz. Die Bedeutung des 
Sauerstoffs fiir die Hefe und ihre 
biochemischen Wirkungen. 8.332. 

Winter, Walter. Beitrage zur Kenntnis 
der quantitativen Zusammen 
setzung des Knorpelgewebes. s.10 

Wolff. H. s. O. Miihlbock. 

Zwetkova, Natalie s. A. M. Malkov. 


des 
sterins. 
Hanse v7. 


Banga. 











SAE nce OM 


ers 


2a 


TE ee Se P 














_Y 





